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ABSTRAKT 
 Cílem práce byla optimalizace metod pro studium kvasinek a jejich metabolitů s využitím 
průtokové cytometrie a fluorescenční mikroskopie. Červené kvasinky jsou charakteristické 
nadprodukcí karotenoidů a lipidů, které jsou využívané v potravinářském, farmaceutickém  
a krmivářském průmyslu. V současnosti se intenzivně zkoumají vhodné mikrobiologické 
alternativy pro produkci těchto látek. 
 V této práci byly zkoumány vybrané kvasinkové rody: Rhodotorula, Sporobolomyces, 
Cystofilobasidium a kmen Phaffia rhodozyma. Kvasinky byly kultivovány na různých živných 
médiích, kde byla jako nutriční zdroj použita glukóza a dále také na vybraných odpadních 
materiálech glycerolu a syrovátce. 
 U dvou kmenů Cystofilobasidium macerans a Rhodotorula mucilaginosa byly stanoveny 
růstové charakteristiky na syntetickém glukózovém produkčním médiu. Všechny studované 
kmeny byly schopny využívat použité odpadní substráty jako zdroj živin. U části kmenů byla 
pozorována zvýšená produkce karotenoidů, a v některých případech byla doprovázena  
i relativně vysokou produkcí lipidů. U klasické kultivace nejlepší produkční vlastnosti projevil 
kmen Rhodotorula glutinis v lipidovém a v glukózovém médiu s přídavkem vitaminů.  
Na glycerolu nejvíce karotenoidů a lipidických látek produkoval kmen Sporobolomyces 
shibatanus. Kmen Sporobolomyces roseus projevil nejlepší produkční vlastnosti na syrovátce, 
jako hlavním zdroji uhlíku.  
 Z výsledků vyplývá, že využití syrovátky a glycerolu se jeví jako vhodná varianta možného 
zdroje uhlíku ke kultivaci karotenogenních kvasinek a produkci karotenoidů a vybraných 
lipidických látek jakožto produktů s vyšší přidanou hodnotou. Bude ale nutné dále 
optimalizovat živné médium na daných substrátech pro větší produkci vybraných metabolitů. 
 Fluorescenční mikroskopie a průtokový cytometrie se ukázaly jako vhodné varianty pro 
stanovení obsahu sledovaných metabolitů v buňkách, jejich množství a viability. 
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4 
 
ABSTRACT 
 The scope of thesis was the optimization of methods for the study of yeast and their 
metabolites using flow cytometry and fluorescence microscopy. Red yeasts are characterized 
by overproduction of carotenoids and lipids, which are used in food, pharmaceutical and feed 
industries. Currently, intensive research is being carried on to find appropriate microbiological 
alternatives for synthesis of these substances.  
 Present thesis is focused on selected yeast genera: Rhodotorula, Sporobolomyces, 
Cystofilobasidium and strain Phaffia rhodozyma. Yeasts were cultivated on different nutrient 
media, in which glucose was used as a nutritional source, and also on glycerol and whey as 
waste material. In two strains - Cystofilobasidium macerans and Rhodotorula mucilaginosa 
growth characteristics were determined on a synthetic glucose production medium. All studied 
strains were able to use waste substrates as a source of nutrients. Some of the strains displayed 
increased production of carotenoids, and, additionally, in some cases also relatively high 
production of lipids. In classical cultivation in lipid and glucose medium supplemented with 
vitamins the best production characteristics displayed Rhodotorula glutinisstrain. In glycerol 
medium the highest amount of carotenoids and lipidic substances produced Sporobolomyces 
shibatanus strain. Strain Sporobolomyces roseus showed the best production characteristics on 
whey as the main source of carbon. 
 The results show use of whey and glycerol seems like appropriate option for potential carbon 
source to cultivate carotenogenic yeasts and production of carotenoids and selected lipidic 
substances as products with higher added value. Further optimization of nutrient medium on 
the given substrates is needed for higher production of selected metabolites. 
 Fluorescence microscopy and flow cytometry have proved to be suitable options for 
determination of the observed metabolites in the cells, their amount and viability. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KEYWORDS 
Carotenoids, lipids, Rhodotorula, Sporobolomyces, Cystofilobasidium, Phaffia rhodozyma, 
fluorescence microscopy, flow cytometry, waste substrate, glycerol, whey. 
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1 ÚVOD 
 Karotenoidy patří k nejrozšířenějším přirozeným pigmentům s důležitými biologickými 
vlastnostmi. Jsou používány v potravinových doplňcích, barvivech a kosmetických  
a farmaceutických přísadách. Jsou také známé svými protirakovinnými účinky. Poptávka po 
karotenoidech se na světovém trhu zvyšuje o 2,9 % za rok. Ačkoli na trhu dominují chemicky 
syntetizované karotenoidy, poptávka po přírodních karotenoidech se zvyšuje a je podpořena  
i legislativně. To znamená, že vývoj přírodních, stabilních karotenoidů se stává důležitým 
tématem a současně legislativa omezuje použití syntetických karotenoidů. Karotenoidy jsou 
syntetizovány rostlinami, řasami, bakteriemi a houbami. Lipidy jsou také důležité přírodní 
látky, patří mezi ně tuky, oleje, vosky. Fosfolipidy tvoří buněčné membrány, obaly nervových 
vláken, triacylglyceroly mají stavební a zásobní funkci, jsou důležitým zdrojem energie. 
Vzhledem k tomu, že buňky se v lidském těle neustále obnovují, je důležité přijímat v potravě 
i určité množství tuků a cholesterolu. Tuky jsou důležitou složkou potravy. V lidském těle 
usnadňují vstřebávání důležitých vitamínů a podílejí se na tvorbě některých hormonů. Kvasinky 
jsou potenciálním kandidátem pro výrobu jak karotenoidů, tak i lipidů, protože rychle rostou  
a snadno se kultivují. Kmeny kvasinek Phaffia rhodozyma a rody Sporobolomyces, 
Rhodotorula a Cystofilobasidium jsou vhodné pro produkci těchto metabolitů. 
 Předložená diplomová práce se zabývá optimalizací a aplikací metod fluorescenční 
mikroskopie a průtokové cytometrie pro analýzu produkčních vlastnosti karotenogenních 
kvasinek a jejich metabolitů. Vybrané kmeny karotenogenních kvasinek byli kultivované na 
různých typech živných medií pro zvýšenou produkci karotenoidů a lipidů. Taktéž kultivace 
byla provedena na odpadních substrátech. Hledala se média o takovém složení, které by mohlo 
vést ke zvýšené produkci karotenoidů, a zároveň by negativně neovlivnily růst buněk.  
V každém případě pomoci fluorescenčních technik byla sledována viabilita buněk a množství 
produkovaných metabolitů. Ve studii bylo použito 7 kmenů kvasinek, které by mohly být 
potenciálně průmyslově využitelné pro produkci karotenoidů, lipidických látek a obohacené 
biomasy. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Karotenoidy 
2.1.1 Definice karotenoidů 
Karotenoidy jsou žluté a oranžové lipofilní pigmenty rostlin, hub, řas a mikroorganizmů. 
Vyskytují se ve všech fotosyntetizujících rostlinných pletivech, kde jsou přítomny jako 
fotochemické aktivní složky plastidů (rostlinných organel) nazývaných chloroplasty. Jejich 
přítomnost v zelených částech rostlin je často maskována chlorofylem [1]. 
2.1.2 Chemická struktura 
Většina karotenoidů patří do skupiny tetraterpenů. Jejich základní struktura obsahuje  
8 izoprenových jednotek, mají celkem 40 uhlíků. Barevnost mají díky řetězci konjugovaných 
dvojných vazeb, který se vyskytuje v několika základních strukturách [1, 2]. 
 Dělí se na dvě hlavní skupiny: 
 karoteny 
 kyslíkaté sloučeniny (alkoholy, ketony) odvozené od karotenů, které se nazývají 
xantofyly. 
 Podle jejich rozdílné základní uhlovodíkové struktury můžeme karotenoidy rozdělit 
do 3 skupin: 
 karotenoidy s acyklickou strukturou: lykopen 
 karotenoidy s monocyklickou strukturou: λ-karoten a δ-karoten 
 karotenoidy s bicyklickou strukturou: α- a β-karoten [1, 2]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 1   β – karoten [2] 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 2   Lykopen [2] 
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Obr. 3   Lutein [2] 
2.1.3 Funkce karotenoidů 
Některé karotenoidní pigmenty se jako součást čerstvé nebo sušené části rostlin nebo jako 
extrakty používají k barvení potravin od nepaměti (mrkev, slupky pomerančů, rajčat). 
Karotenoidy projevují antioxidační účinky, absorbují singletový kyslík, jsou součástí 
fotosyntetického aparátu u rostlin, u lidí se používají jako prevence vůči různým 
degenerativním či kardiovaskulárním onemocněním Ve farmaceutickém průmyslu se využívají 
karotenoidy i jako prekurzory provitaminu A. Další využití karotenoidy nacházejí v kosmetice, 
a to v opalovacích krémech. Obsažené karotenoidy napomáhají přirozenému zhnědnutí 
pokožky a podporují její pružnost a vláčnost. Krmivářský průmysl je další oblastí, kde se 
aktivně používají karotenoidy. Přidávají se do krmných směsi zvířat (β – karoten, lykopen) a 
ryb (astaxanthin) [3]. 
2.1.4 Biosyntéza karotenoidů u mikroorganizmů 
Karotenoidní kvasinky se kultivují v kultivačních médiích, jejichž složení zaručuje velkou 
produkci buněčné biomasy a karotenoidů. Média by měla obsahovat malé množství dusíku  
a vysoký obsah uhlíku. Karotenoidy jsou v buňce kvasinek obsaženy v lipoproteinové frakci. 
Biosyntéza probíhá podle obecné metabolické dráhy pro izoprenoidy (Obr. 4). Výchozí látkou 
pro biosyntézu karotenoidů je acetyl-CoA, postupnou kondenzací jeho tři molekul vzniká 
β-hydroxy-β-methylglutaryl CoA, jehož redukcí vzniká mevalonová kyselina [4]. Mevalonová 
kyselina je postupně fosforylována a dekarboxylována. Výsledným produktem je pak 
izopentyldifosfát (tzv. aktivní izopren), který za enzymové katalýzy přejde 
na dimethylallydifosfát. Následně kondenzací těchto dvou posledních meziproduktů vzniká 
geranyldifosfát. V aktivní fázi rozmnožování kvasinek se tvoří zejména bezbarvé karotenoidní 
polyeny fytoen a fytofluen. V následujících fázích se už začínají tvořit barevné pigmenty, první 
acyklický karotenoid lykopen a z něj zejména β-karoten, projevující se oranžovou barvou [2, 
3, 4, 5]. 
 
                                                        Acetyl-CoA 
 
 
                                                  Acetoacetyl-CoA 
 
 
3-Hydroxymethyl-3-glutaryl-CoA  MHG-CoA 
 
 
                                                        Mevalonová kyselina  MVA 
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                                                    Mevalonát fosfát  MVP 
 
 
                                                     Mevalonát pyrofosfát  MVPP 
 
 
                                                   Izopentenyl pyrofosfát IPP 
 
 
                                               Dimethylallyl pyrofosfát DMAPP 
 
 
                                                     Geranyldifosfát GPP 
 
 
                                                       Farnezyldifosfát FPP 
 
 
                                                                                      Geranylgeranyldifosfát GGPP 
 
                                    Skvalen                                                         
                                                                                                   Fytoen 
 
 
                            Skvalen epoxid                                           Neurosporen 
 
                                 Lanosterol                                                  Lykopen 
 
                                                                                                c-karoten  
 
                                  Fecosterol                        b-karoten                                  torulen 
 
                                  Episterol                                                                      torularhodin 
 
                                  Ergosterol                    
Obr. 4   Biosyntéza karotenoidů z acetylCoA do -karotenu, torulenu a torularhodinu u rodu 
Rhodotorula a kompetitivní dráha syntézy ergosterolu odvozená z izoprenové části biosyntézy [2]. 
2.2 Lipidy 
Lipidy jsou důležitou součásti buněk. Jsou nerozpustné ve vodě, ale rozpustné v nepolárních 
rozpouštědlech, jako chloroform, ether, benzen. Termín lipidy používáme pro estery vyšších 
mastných kyselin a alkoholů nebo jejich derivátů. Další skupinu lipidických látek tvoři 
sloučeniny sestavované ze zbytku isoprenu – isopentenylu. Nazývají se isoprenoidy [6]. 
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2.2.1 Funkce lipidů 
Hlavní biologické funkce lipidů jsou:  
 Zdroj a rezerva energie 
 Hlavní jejich význam je v tom, že obsahují skupinu acylglyceroly, které mají nejvyšší obsah 
vodíku z živin, díky čemuž jsou energeticky nejbohatší potravou. Pro srovnání oxidací 
sacharidů se dá získat 17 kJ/g, kdežto oxidací lipidů 38 kJ/g [6]. 
 Strukturní funkce 
 Polární lipidy se spontánně orientují do mono- a dvojvrstev a vytvářejí tím strukturní jádro 
biomembrán. Také jsou důležité pro přenos podnětů (nervová tkáň obsahuje až 40 % lipidů) 
[6]. 
 Ochranná funkce  
 Část acylglycerolů obaluje některé orgány, a tím je chrání před mechanickým poškozením. 
Podkožní tuk funguje jako izolační bariéra zabraňující zvýšené ztrátě tepla a vody do okolí.  
Olejnaté mikroorganizmy - včetně kvasinek, vláknitých hub a řasových druhů - jsou schopny 
akumulovat lipidy na úroveň vyšší než 20 % své buněčné suché hmotnosti [6]. 
2.2.2 Biosyntéza lipidů 
Výchozí látkou pro biosyntézu mastných kyselin je acetyl-CoA. V prvním kroku dochází za 
spotřeby ATP ke karboxylaci acetyl-CoA na energetický bohatší malonyl-CoA (Obr. 5). Tenhle 
krok probíhá na enzymovém komplexu acetyl-CoA-karboxylázy. Následující reakci, během 
které se z malonyl-CoA syntetizuje základní šestnactiuhlikový řetězec palmitové kyseliny, 
zajišťuje multienzymový komplex syntetázy mastných kyselin. ACP je prostetická skupina 
enzymového komplexu, tvořící pohyblivé rameno, které slouží jako nosič substrátu  
a meziproduktů. Malonyl-CoA je napojen na ACP protein a dochází ke kondenzaci s další 
molekulou acetyl-CoA nesenou druhou ACP skupinou. Tato reakce je spojena s dekarboxylací 
a uvolněním CO2. Vzniklý acetoacetyl-ACP je dále na komplexu upravován řadou reakčních 
kroků obsahujících 2 redukční kroky a jeden dehydratační krok. Tímto je za odštěpení molekuly  
CO2 prodloužen acylový řetězec o 2 uhlíky [7].  
 Prodloužený acyl je přenesen z cSH raménka ACP na thiolovou skupinu cysteinového 
zbytku jednoho z enzymů komplexu, β-oxoacylsyntetázy. Na uvolněné cSH raménko ACP  
se připojí další malonylová skupina a sled enzymatických reakcí je opakován. Tyto cykly  
se opakují do té doby, než vznikne palmitoylový zbytek (C16), který se pak vyštěpením 
palmitoylesterázou uvolní jako palmitoyl-CoA [7]. 
14 
 
CH3 SCoA
O
CH3 SCoA
O
Acetyl-CoA transacetylasa
CH3 ACP
O
SCoA
O
OH
O
Acetyl-CoA
Acetyl-CoA
Acetyl-ACP
Malonyl-CoA
Acetyl-CoA karboxylasa
Malonyl-CoA transacetylasa
ACP
O
OH
O
Malonyl-ACP
- CO2
ACP
O
CH3
O
Acetoacetyl-ACP
-oxoacyl-ACP-synthasa
-ketoacyl-ACP reduktasa
ACP
O
CH3
OH
-hydroxybutyryll-ACP 
-hydroxyacyl-ACP 
dehydrogenasa

ACP
O
CH3
-trans-butenoyl-ACP 
enoyl-        reduktasa
ACP
O
CH3
butyryl-ACP
ACP
O
CH3
7
palmitoyl-ACP
6x
 
Obr. 5   Schéma syntézy mastných kyselin 
 
 Biosyntéza tracylglycerolů, probíhající hlavně v buňkách tukových tkání, vychází 
z aktivovaných forem sn-glycerol-3-fosfátu a acyl-CoA. Účinkem acyltransferáz se přenášejí 
dva acyly mastných kyselin z acyl-CoA na aktivovanou formu glycerolu za vzniku fosfatidátu 
(obr. 6). Z fosfatidátu se odštěpuje účinkem fosfatidáthydrolázy fosfát za vzniku 
diacylglycerolu. Ten pak reaguje s další molekulou aktivované mastné kyseliny: enzym acyl-
transferáza přenese na diacylglycerol třetí zbytek mastné kyseliny z acyl-CoA za vzniku 
triacylglycerolu [6, 7]. 
 
15 
 
 
 
Obr. 6   Průběh biosyntézy lipidů z acetyl-CoA přes mastné kyseliny na triacylglycerol [6, 7]. 
2.3 Karotenogenní kvasinky 
2.3.1 Obecná charakteristika 
Některé kvasinkové druhy produkují karotenogenní pigmenty, například -karoten, 
torularhodin nebo torulen. Díky těmto pigmentům mají kvasinky typické červené, žluté nebo 
oranžové zabarvení. Z tohoto důvodu bývají tyto kvasinky často nazývány „červené“. 
Karotenogenní kvasinky je možné zařadit do čtyř taxonomických skupin: Cystofilobasidiales, 
Sporidiobolales a Erythrobasidium, Tremellales s třídou Hymenomycetes [8]. 
2.3.2 Rod Rhodotorula 
Rod Rhodotorula zahrnuje tři nejpoužívanější druhy: Rhodotorula glutinis, Rhodotorula 
mucilaginosa a Rhodotorula minuta [8].  
Kvasinky rodu Rhodotorula mají výrazný pentózový cyklus využití glukózy a nezkvašují žádné 
cukry. Tvoří malé kulaté nebo oválné buňky, někdy také protáhlé. Endospory ani jiné druhy 
spor nevytváří, nevytváří ani pseudomycelium. Mohou mít různou barvu, od žluté přes 
oranžovou až do červenofialové [8, 9]. 
 Rhodotorula glutinis je kvasinka, která se nachází běžně v přírodě. Je dobře známá 
charakteristickou produkcí torulenu, torularhodinu a -karotenu. Dokáže akumulovat velké 
množství lipidů. Produkce lipidů rodem Rhodotorula má význam z více důvodů, zejména však 
proto, že usměrněnímkultivace by se mohly získat lipidy s obsahem cenných mastných kyselin 
pro výživu živočichů, případně pro vývoj biopaliv 2. generace [2, 10]. 
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Obr. 7   Rhodotorula glutinis na Petriho misce [10] 
2.3.3 Rod Sporobolomyces 
Rod Sporobolomyces obsahuje přibližně 20 druhů červených kvasinek. Nejběžnější jsou druhy 
Sporobolomyces roseus, Sporobolomyces shibatanus a Sporobolomyces salmonicolor [11].  
Patří do skupiny Basidiomyces a vytváří asymetrické balistokonidie. Rod Sporobolomyces 
jsou mikroorganizmy, které se vyskytují v atmosféře, kde hlavním zdrojem výživy jsou 
redukované formy dusíkatých sloučenin. Kultury u Sporobolomyces jsou drsné, ploché a nemají 
kvasné schopnosti. Obsahují velké množství karotenu. Kolonie jsou tmavě červené, hladké. 
Buňky jsou kulovité, elipsoidní až protáhlé, s rozměry 3 až 8 x 5 až 18 m. Sporobolomyces 
může růst jako buňka, pseudohyfa nebo pravá hyfa anebo balistokonidie. Pravé hyfy a 
pseudohyfy jsou často dobře vyvinuté. Balistokonidie jsou jednobuněčné a mohou být umístěné 
převážně na vejčitých prodloužených vegetativních buňkách [2, 12]. 
Obr. 8   Sporobolomyces roseus na Petriho misce [12] 
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2.3.4 Rod Cystofilobasidium 
Mezi zástupci tohoto rodu patří druhy Cystofilobasidium bisporidii, Cystofilobasidium 
capitatum, Cystofilobasidium macerans a Cystofilobasidium infirmominiatum. Tento rod se liší 
od rodu Rhodotorula typem bazidia. Jeho charakter je jednobuněčný, nedělí se. Tvoří také 
kolonie s hladkým lesklým povrchem, tvar buněk je kulatý až protáhlý [13]. 
 Druh Cystofilobasidium capitatum, který má červenou až skořicovou barvu buněk,  
je homothalický druh, který může vytvářet jednojaderné mycelium. V hyfách je schopen 
produkovat endokonidie. Sporidie jsou jednotlivé nebo v párech, s jednou nebo dvěma 
bazidiosporami. Primární sporidia nemusejí pučit na bazidiospory, ale na septované mycelium. 
Po vypučení na bazidiospory, primární sporidie degenerují a zůstávají spojené s metabasidiem. 
Kvasinková kultura se rozroste až po několika týdnech. Všechny generace jsou diploidní [2, 
14].  
Obr. 9   Cystofilobasidium capitatum na Petriho misce [14] 
2.3.5 Rod Xanthophyllomonas 
Nový druh červených kvasinek, patří zde například Phaffia rhodozyma, původně označena jako 
Rhodozyma montanae. Phaffia rhodozyma vytváří elipsoidní buňky s rozměry 2,8 až 7,5 nebo 
5,5 až 10,5 m, jednotlivě, v párech anebo v krátkých řetězcích. Kromě pučících buněk vytváří 
chlamydospory, velké, kulovité buňky. V kapalném prostředí vytváří sediment, prstenec i 
kožku. Na agaru se tvoří pomerančově červený hladký, trochu skládaný nátěr. Vytvářením 
ketoderivátů karotenoidů je Phaffia podobná rodu Cryptococcus [2]. Liší se od všech ostatních 
kvasinek schopností zkvašovat sacharidy, i když často velmi slabě, delší dobu a při nízké 
teplotě. Blastokonidie nevytváří. Zatím zůstává jako samostatný rod, který reprezentuje jediný 
druh s neurčitým fylogenetickým vztahem. Praktické využití této kvasinky může být v její 
výživové hodnotě pro různé prvoky, perloočky, ale také kraby, raky a ryby [14]. 
 
Obr. 10   Phaffia rhodozyma na Petriho misce [14] 
18 
 
2.4 Kvasinkový růst – kultivace 
Kvasinky jsou všudypřítomné mikroorganizmy. Mohou se vyskytovat v půdě, ve vzduchu, 
mořské vodě, na rostlinách, také jsou obvykle přítomné na zvířatech a v potravinářských 
výrobách [15]. 
 Životní prostředí představuje pro kvasinky velký zdroj nutričních látek a prostor pro jejich 
růst a metabolizmus. Na druhou stranu kvasinky neustále podléhají nespočetným změnám 
v podmínkách prostředí. Dané podmínky ovlivňují metabolickou aktivitu, růst a samotné přežití 
kvasinek. Základní znalosti o vlivu faktorů prostředí jsou důležité v rámci pochopení 
ekologické a biologické rozmanitosti kvasinek [15, 16]. 
2.5 Odpadní substráty 
2.5.1 Odpadní substráty využitelné ke kultivaci kvasinek 
Karotenogenní kvasinky rostou v širokém rozmezí pH (2,5-9,5) při teplotách 5-26 °C. Pokud 
dochází ke stresovým podmínkám, zvyšuje se často také produkce pigmentů [17]. 
 Některé druhy kvasinek, jako například Rhodotorula a Phaffia, mohou být komerčně 
využívanépro potravinářství a biotechnologii v syntéze přírodních karotenoidů (β-karoten, 
torulen, torularhodin a astaxanthin). Limitující je ale cena produkce [18].  
 Zavedení výroby β-karotenu do průmyslu bude umožněno jen v případě snížení výrobních 
nákladů. Toho je možné dosáhnout využitím odpadních surovin z průmyslových výrob, jako 
zdrojů nutričních látek, a následným zvyšováním množství vyprodukovaných pigmentů po 
optimalizaci kultivačních podmínek [19]. 
 Jako substráty pro růst kvasinek mohou sloužit pentózy a hexózy, také disacharidy, ethanol, 
methanol, glycerol atd., dále odpadní substráty ze zemědělského a potravinářského průmyslu 
(řepka, rýže, pšeničné otruby, jablečná vláknina, hroznový džus, mošt, hydrolyzována mouka 
z mungo fazolí, kukuřičný sirup, mléčná syrovátka, těstoviny a lignocelulózové materiály). 
Z polnohospodářského průmyslu – sláma, kukuřičná stébla, různé plodiny a různé druhy 
odpadu (zelený odpad, odpad ze zeleniny a ovoce, výlisky, tříděný komunální odpad atd.) [20].  
2.5.2 Lipidové odpadní substráty – glycerol 
Glycerol (1,2,3 - propantriol) je bezbarvá, sladká, viskózní kapalina bez zápachu. Surový 
glycerol je z 70 – 80 % čistý a pomocí vakuové destilace je přečišťován ke komerčnímu použití 
o čistotě kolem 95,5 až 99 %. Glycerol je dobře rozpustný v alkoholech a vodě, částečně 
rozpustný v mírně nepolárních rozpouštědlech, jako je diethelether a dioxan. V nepolárních 
uhlovodících jako cyklohexan je nerozpustný. Čistý glycerol má hustotu 1,261 g.cm-3, teplotu 
tání při 18,2 °C a teplotu varu 290 °C za normálních atmosférických podmínek. Za nižších 
teplot glycerol tvoří krystaly. Glycerol je součástí přírodních tuků, ve kterých se vyskytuje ve 
formě triacylglycerolů (esterů VMK a glycerolu) [2, 21]. 
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Tab.  1. Fyzikálně-chemické vlastnosti a obvyklé složení odpadního glycerolu z výroby 
bionafty [2, 22] 
Složka Množství 
glycerol 55-60 % m/m, min. 
voda 8-14 % m/m, max. 
síra 100 mg/kg, max. 
methanol 6-12 % m/m, max. 
fosfor 500 mg/kg, max. 
Na+K 10 000 mg/kg, max. 
Ca+Mg 5 000 mg/kg max.- mechanické nečistoty 
organické látky 25-30 % m/m, max. 
hustota p_i 20 °C 1010-1060 kg/m3 
viskozita p_i 40 °C 150-260 mm2/s 
teplota tuhnutí -15 °C 
teplota vzplanutí 10 °C 
 
Glycerol lze použít jako přísadu nebo jako surovinu ve škále odvětví sahající 
od potravinářského průmyslu, přes průmysl tabákový a farmaceutický až po průmysl chemický 
- syntéza trinitroglycerinu, alkydových pryskyřic (živic) a polyuretanů. Dnes je možné najít 
glycerol v léčivech, kosmetice, potravinách, krmivářství, technických průmyslových aplikacích 
[2, 23]. 
2.5.3 Odpadní substráty – syrovátka 
Charakteristickým příkladem vedlejšího produktu z mlékárenství je syrovátka, která za 
normálních podmínek obsahuje 4,7 % laktózy, 0,9 % bílkovin, 0,6 % minerálních látek a asi 
0,3 % dalších organických látek (kyselinu mléčnou, kyselinu citronovou, nebílkovinné dusíkaté 
látky, stopy tuku atd.) [24]. 
 Syrovátka v dnešní době tvoří potenciální zdroj cenných živin a výborných funkčních 
vlastností. Hlavní využití našla v potravinářském průmyslu. Ze syrovátky se vyrábí různé 
nápoje, limonády. Také některé výrobky ze syrovátky se používají při přípravě salátů, pečiva, 
cukrovinek, pudinků, zmrzlin a kosmetických přípravků.  
 Pro vysoký obsah vody má syrovátka omezenou trvanlivost, proto se ve velké míře 
zpracovává na zahuštěný syrovátkový koncentrát a sušenou syrovátku [25]. Ze syrovátky se 
izolují bílkoviny – albumin, globulin a rozkladné produkty kaseinu, kterých je využíváno jako 
krmiv a dále pak jako aditiv v pekárenství a při výrobě dietetických pokrmů. Má vliv na zlepšení 
struktury a skladovatelnosti výrobků. Další využití syrovátka nachází v oblasti sportovní 
výživy, jako zdroj bílkovin. Nejperspektivnější uplatnění má syrovátka v mlékárenském 
průmyslu po enzymové hydrolýze laktózy, a to při výrobě nových druhů sýru, jogurtů, smetany 
apod [26].  
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2.6 Analýza sledovaných kvasinkových metabolitů 
2.6.1 Vybrané fluorescenční techniky 
Fluorescenční značení umožňuje sledovat jednotlivé komponenty komplexních biologických 
systémů, probíhající biologické děje, anebo sledování určitých vlastností těchto systémů (jako 
je např. pH, lipofilita, polarita). Fluorescenční techniky mohou být velmi citlivé a selektivní. 
Na druhou stranu je nezbytné mít k dispozici vhodnou fluorescenční značku (sondu) 
s optimálními vlastnostmi pro účel, pro který je určena [27]. 
2.6.2 Fluorescenční mikroskopie 
Fluorescence spolu s fosforescencí jsou jevy spadající pod proces fotoluminiscence. Fluorofor 
je látka, u které se objevuje jev fluorescence. Může jít o nejrůznější objekty, od anorganických 
kvantových teček a nanočástic přes organické molekuly až po geneticky upravené proteiny [27]. 
 Při fluorescenci jde o spontánní emisi fotonu, způsobenou přechodem elektronu z excitované 
energetické hladiny do základní, s delší vlnovou délkou než měl foton excitační [28]. 
 Fluorescenční mikroskopie je v současné době široce rozšířená technika sledování jak 
rostlinné, tak živočišné histologie a buněčné biologie. Intenzivní rozvoj v nedávno minulých  
i současných letech stále přináší nové postupy pro detekci struktur, organel nebo jednotlivých 
molekul [27, 28]. Detekce fluorescence může být endogenní (autofluorescence buněčných 
složek) nebo exogenní (s využitím fluorescenčních barviv). Endogenní fluorofor je například 
chlorofyl, který je známý díky své autofluorescenci [29]. 
 Při pozorování lze použít i fluorescenční barviva, která se používají ke zvýraznění některých 
prvků. Například methylenová modř se používá k pozorování viability buněk a váže se na 
proteiny, ethidiumbromid se váže na DNA, nilská červeň se váže na lipidické látky v buňce atd. 
[29]. 
 
 
Obr. 11   Princip fluorescence [28] 
 
Fluorescenční mikroskop se skládá ze čtyř hlavních části: 
- Zdroj světla: 
Jako zdroj světla pro fluorescenční mikroskopii se obvykle používají vysokotlaké výbojky. Ze 
zdroje vychází světlo o různých vlnových délkách (ultrafialové až infračervené). 
- Excitační filtr: 
Vymezuje rozsah vlnových délek použitých pro excitaci. To znamená, že filtr propustí pouze 
takové světlo, které potřebujeme k excitaci vzorku.  
- Fluorescenční preparát: 
Objekt, od kterého očekáváme projev fluorescence.  
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- Bariérový filtr: 
Umožňuje vydělit část spektra představující hlavně požadovaný signál. 
Takovýto filtr pohlcuje všechno excitační světlo, které nebylo využito při excitaci. Propouští 
pouze fluorescenční světlo [29]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 12   Schéma fluorescenčního mikroskopu [29] 
 
 U látek, které jsou samy o sobě schopné fluorescence, mluvíme o primární fluorescenci 
(autofluorescenci). Fluorescenci můžeme také vyvolat navázáním fluorescenčního barviva 
nebo sondy na nefluorescenční cíl a indukujeme tak sekundární (nepřímou) fluorescenci. Látky, 
které jsou fluorescence schopné a které používáme k fluorescenčnímu barvení, se označují 
jako fluorochromy [30]. 
 Nevýhodou klasického fluorescenčního mikroskopu je, že části vzorku nad a pod zaostřenou 
rovinou jsou také excitovány a světlo pocházející z těchto oblastí přispívá k rozmazání obrazu. 
Dalším jevem, se kterým se setkáváme, je tzv. fotovybělování (photobleaching), při kterém 
fluorofor trvale ztrácí schopnost emitovat záření. To se děje při intenzivním ozáření fluoroforů, 
ve kterých dochází k nevratným strukturním změnám vedoucím až k úplnému vyblednutí [31].  
2.6.3 Průtoková cytometrie 
Průtoková cytometrie (Flow Cytometry, FC) je moderní analytická metoda, která umožňuje 
analýzu buněk (prokaryotických i eukaryotických) nebo jiných biologických částic během 
jejich průchodu paprskem světla (nejčastěji laseru). Silnou stránkou této metody je schopnost 
analýzy velkého množství buněk a to na úrovni jediné buňky (tzv. single-cell analysis). V rámci 
jedné analýzy je navíc možné sledovat celou řadu faktorů a následně je možné dávat je do 
vzájemných souvislostí [32]. 
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 Průtoková cytometrie jako analytické zařízení se skládá z 3 hlavních částí: fluidní, optické 
(detekční) a elektronické. Fluidní systém zajištuje, aby se buňky separovaly před přechodem 
do detekční části. Tenhle jev se nazývá hydrodynamické fokusovaní. Roztok buněk protéká 
zužující se kapilárou. Na jejím konci jsou buňky strhávány vodicí kapalinou (sheath fluid) tak, 
aby se vytvářel řetěz jednotlivých buněk, které následně pokračují do detekčního systému (viz 
Obr. 13) [33].  
 V detekční části buňky prochází laserovým paprskem a výsledkem jsou rozptyl světla  
a fluorescence. Při kontaktu částice se světlem dochází k rozptylu světla ve všech směrech. 
V průtokové cytometrii se využívá měření rozptýleného světla ve dvou směrech. Rozptýlené 
světlo je měřeno na dva parametry – přímý rozptyl (forward scatter - FSC, též small angle light 
scattering – SALS), měřený v malém úhlu (obvykle do 20°) vůči přímému směru laserových 
paprsků, jeho hodnota je úměrná velikosti buněk. Druhý parametr, označovaný jako Side 
Scatter Channel (SCS) nebo LALS (Large Angle Light Scattering), měří intenzitu světla 
rozptýleného částicí v bočním směru (nejčastěji v úhlu 90° od směru dopadajícího paprsku). 
Intenzita signálu je přímo úměrná vnitřní složitosti buněk (buňky obsahující větší množství 
intracelulárních komponent, granulí atd. poskytují vyšší signál) [34].  
  
Obr. 13   Fluidní systém [33] 
 
 Fluorescence se projevuje podobně jako u fluorescenční mikroskopie, kde se využívá řada 
různých fluorescenčních činidel. Různá činidla se váží na určité buněčné organely, případně 
biomolekuly, na povrchu buněk nebo v cytoplasmatickém prostoru buňky. Přičemž dochází  
k takové interakci elektronů, že je vytvořena anebo zvýšena schopnost dané molekulární 
struktury fluoreskovat po excitaci. Využívání fluorescenčních činidel velmi rozšiřuje aplikační 
potenciál průtokové cytometrie a děla z ní jednu z klíčových moderních technik používaných 
jak v oblasti diagnostiky a výzkumu, tak i pří kontrole kvality v průmyslu [35]. 
 
Tab.  2. Používaní fluorescenčních sond v průtokové cytometrii [35] 
Předmět barvení Fluorescenční sonda 
DNA, RNA Ethidiumbromid 
DNA DAPI 
Lipidy Nilská červeň 
Životaschopnost Methylenová modř 
Mitochondrie Rhodamin, DAPI 
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 V elektrické části signály z optiky jsou převedeny na elektrické impulsy, které jsou 
zpracovány počítačovým programem. Výsledky jsou zobrazovány ve formě histogramů. V 
jednom grafu je tedy možno pozorovat přímý rozptyl (FSC), boční rozptyl (SSC) a fluorescenci 
(fluorescenční signál poskytují ty částice, které mají navázanou protilátku s fluorochromem). Z 
grafu se vybere populace buněk (tzv. gatování), která bude předmětem další analýzy, a vytvoří 
se pro ni dot-plot histogram, kde se na obě osy vynesou parametry, které je třeba zkoumat [31, 
35]. 
 
 
Obr. 14   Schéma průběhu analýzy v průtokovém cytometru [36]  
 
 Touto metodou lze získat informace o velikosti buněk, o jejich granularitě v populaci, lze 
také určit počet mrtvých a živých buněk, stanovovat množství intracelulárních komponent 
(metabolitů), sledovat buněčný cyklus, měřit velikost a počet buněk. [37]. 
2.6.4 Využití průtokové cytometrie při studiu kvasinek 
Průtoková cytometrie (FC) je definována jako metoda pro kvalitativní a kvantitativní měření 
biologických a fyzikálních vlastností buněk a jiných částic suspendovaných v proudu tekutiny 
s vysokou rychlostí a procházejících laserovým paprskem v jediném souboru [38]. 
 Živé a mrtvé buňky kvasinek se oddělí dielektroforetickými silami a počítají se za použití 
počitadla buněk. Kombinace těchto dvou metod umožňuje stanovení procenta živých a mrtvých 
buněk, tedyživotaschopnost buněčných vzorků. Zařízení může být dále použito pro třídění a 
počítání krevních buněk v aplikacích, jako je například diagnostika koncentrace nedostatečných 
buněk, identifikace buněčných nedostatků nebo bakteriální kontaminace.  
 Princip dielektroforézy (DEP) je třídění, to umožňuje oddělit buňky na základě jejich 
dielektrických vlastností v místě rozdělení velikosti bázi, což umožňuje třídění velkých panelů 
buněk a oddělením infikovaných a neinfikovaných buněk stejného typu. Relativně nedávný 
vývoj zahrnuje použití zeleného fluorescenčního proteinu (GFP) z medúzy jako reportérové 
molekuly na intracelulární lokalizaci a in vivo studií genové exprese u kvasinky Saccharomyces 
cerevisiae, Candida albicans. Hledané geny, se mohou navazovat na GFP gen a pak jsou 
zkoumané na fluorescenčním mikroskopu. Takové techniky využívající GFP mohou pomáhat 
při funkční analýze genomů kvasinek [39, 40]. 
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2.6.5 Využití fluorescenčních technik u pigmentotvorných mikroorganismů 
Analýza heterogenity buněčných populací bývá použita u aplikovaných oborů, kde se 
předpokládá speciální využití, zejména pokud jde o izolaci kmenů s vysokým výnosem pro 
biotechnologické aplikace.  
 Byla vyvinuta metoda stanovení citrininu (CIT) prostřednictvím mikrokuliček na bázi 
imunologického testu průtokové cytometrie (MFCI). V metodě, karboxylové modifikované 
mikročástice byly konjugovány s antigenem CIT-ovalbuminu (OVA). Metoda vykazuje 
vysokou citlivost a efektivitu při určování citrininu. Zajišťuje jeho přesné stanovení ve směsi 
rýže s kvasinkovou biomasou. Tato práce by mohla být užitečná pro zlepšení 
multipleximunotestu stanovení mykotoxinů [41]. 
Zelená řasa Dunaliella salina se vyznačuje produkcí látek, které mohou být ekonomicky  
a průmyslově využity. Mezi tyto látky patří například β-karoten. Pomocí průtokové cytometrie 
se ukázala možnost použití kmenů, které jsou následně schopny produkovat více než 
dvojnásobné množství β-karotenu než u standardního typu [30, 42]. 
 Asthaxantin je důležitou látkou, která se využívá jako součást krmiv pro pěstování 
akvarijních lososovitých druhů. Tento pigment produkuje kvasinka Phaffia rhodozyma. Pomocí 
průtokové cytometrie a třídění buněk byla cytometrie použita k izolaci mutantů kvasinek, které 
vykazují nadprodukci asthaxantinu [42, 43]. 
2.6.6 HPLC/PDA 
Chromatografie je separační metoda, během které se oddělují složky, které jsou ve vzorku. Tato 
metoda je určená především pro kvalitativní a kvantitativní analýzy vzorků. V chromatografii 
se vzorek vnáší mezi dvě nemísitelné fáze. Stacionární fáze je nepohyblivá, kdežto mobilní je 
pohyblivá. Vzorek umísťujeme na začátek stacionární fáze. Mobilní fáze unáší vzorek přes fázi 
stacionární. Složky ve vzorku mohou být zachyceny stacionární fází, proto se při pohybu 
zdržují. Nejvíce se zadrží složky, které jsou pomocí stacionární fáze poutány nejsilněji. 
Nejméně do kontaktu se stacionární fází přicházejí složky nejslaběji poutané. Takto se postupně 
složky od sebe separují [2, 44]. 
 V kapalinové chromatografii je mobilní fází kapalina. V porovnání s plynovou 
chromatografií o separaci složek rozhodují vzorky nejen vzájemným působením se stacionární 
fází, ale také velmi výrazně použitá mobilní fáze. Klasické kolonové provedení nemá potřebnou 
účinnost, ale stalo se základem vysokoúčinné kapalinové chromatografie – HPLC. Aby 
separace byla účinná, je potřeba použít dostatečné množství malých zrníček sorbentu, které 
dávají velký odpor protékající kapalině. Proto je potřeba pracovat za podmínek zvýšeného tlaku 
[45]. 
Mezi výhody této metody patří práce s menším množstvím analyzovaného vzorku, kratší 
doba separace a taky možnost práce s termolabilními látkami pevného a kapalného skupenství. 
Kontinuální dělení látek mezi stacionární a mobilní fází probíhá v krátkých náplňových 
kolonách o délce 15-30 cm. Vyrobené jsou z oceli pro vysoké tlaky kolem 50 MPa. 
Na dávkování vzorku se používají buď dávkovací kohouty anebo nastříkávání roztoku pomocí 
injekční stříkačky [2, 44, 45]. 
2.6.7 Využití HPLC/PDA pro analýzu kvasinkových metabolitů 
Karotenoidy jsou považovány za součást stresové odezvy kvasinek. Stresové podmínky v dobře 
regulovaných mediích mohou vest k několikanásobně vyšší produkci pigmentů bez 
významných ztrát biomasy. Využití odpadů z potravinářských a zemědělských výrob k indukci 
nutričního stresu představuje tak efektivní kombinovanou strategii s významným ekonomickým 
a ekologickým faktorem [46]. 
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 Pokud chceme kvalitně monitorovat průběh biotechnologického procesu a zjistit probíhající 
metabolické změny a průběh vyčerpání substrátu, je potřeba mít k dispozici sofistikované a 
optimalizované analytické metody, které mohou poskytnout reprodukovatelné výsledky a 
dostatečnou přesnost a citlivost. Screeningová a srovnávací analýza karotenoidů metodou 
HPLC s PDA detekcí nepředstavuje v současné době významný problém. Ale stále je řešená 
otázka identifikace produkovaných derivátů u jednotlivých producentů a změny množství a 
sestavy pigmentů produkovaných ve změněných podmínkách. Souběžně s karotenoidy je v 
paralelní části větvené biosyntetické dráhy produkován i ergosterol, který je považován rovněž 
za průmyslově významný metabolit a je vhodné mít k dispozici metodu pro jeho spolehlivou 
kvantifikaci [45].  
 K orientační analýze karotenoidů je možné použít spektrofotometrické metody. K separaci, 
identifikaci a kvantifikaci se však používají hlavně metody chromatografické, a to kapalinová 
chromatografie na reverzní fázi se spektrofotometrickou detekcí anebo detekcí diodovým 
polem. Pro detailnější identifikaci je možné použít HPLC ve spojení s hmotnostní detekcí, kde 
optimální formou ionizace je APCI (chemická ionizace za atmosférického tlaku), ale dá se 
využit také elektrosprej [45]. 
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3 CÍLE PRÁCE 
 
Cílem práce je aplikace vybraných fluorescenčních technik ke studiu kvasinkových buněk a 
některých druhů metabolitů. Za tímto účelem byly řešeny následující dílčí úkoly: 
 Optimalizace metod fluorescenční mikroskopie a průtokové cytometrie pro analýzu 
kvasinkových metabolitů. 
 Aplikace zavedených metod na analýzu produkčních vlastností vybraných lipotropních 
kvasinek a jejich metabolitů. 
 Vyhodnocení výsledků a diskuse 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1 Materiály a chemikálie 
4.1.1 Chemikálie použité ke kultivaci kvasinek 
Kvasničný autolyzát - Himédia (India) 
D-glukóza monohydrát p.a. – Lach-Ner s. r.o. (ČR) 
Síran amonný p.a. - Lachema (ČR) 
Dihydrogenfosforečnan draselný p.a. - Lachema (ČR) 
Hydrogenfosforečnan draselný p.a. - Lachema (ČR) 
Dihydrát chloridu měďnatého p.a. - Lachema (ČR) 
Kyselina peroxyboritá p.a. - Lachema (ČR) 
Pentahydrát síran měďnatýp.a. - Lachema (ČR) 
Dihydrát chloridu manganatého p.a. - Lachema (ČR) 
Chlorid železitýp.a. - Lachema (ČR) 
Molybdenan amonný tetrahydrát p.a. - Lachema (ČR) 
Jodid draselný p.a. - Lachema (ČR) 
Heptahydrát síranu zinečnatého p.a. - Lachema (ČR) 
Síran horečnatý heptahydrát p.a. - Chemapol (ČR) 
Chlorid sodný p.a. - Lachema (ČR) 
4.1.2 Chemikálie použité pro průtokovou cytometrii a fluorescenční mikroskopie 
Methylenová modř, Sigma Aldrich SRN 
Nilská červeň, Sigma Aldrich SRN 
Azid sodný, Sigma Aldrich SRN 
4.1.3 Chemikálie použité pro izolaci karotenoidů 
Aceton p.a. - Lachema (ČR) 
Hydroxid draselný p.a. - Lachema (ČR) 
Diethylether p.a. - Lachema (ČR) 
Ethanol pro UV-VIS - Lachema (ČR) 
4.1.4 Chemikálie použité pro HPLC stanovení 
Methanol pro HPLC Gradient Grade, Sigma - Aldrich (SRN) 
Ethanol pro HPLC Gradient Grade, Sigma - Aldrich (SRN) 
4.1.5 Chemikálie použité pro enzymatické stanovení lipidů 
Chloroform p.a. - Lachema (ČR) 
Methanol p.a. - Lachema (ČR) 
Hexan p.a. - Lachema (ČR) 
Triglyceride Reagent – Sigma (SRN) 
Free glycerol reagent – Sigma (SRN) 
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4.2 Přístroje a pomůcky 
4.2.1 Přístroje a pomůcky použité při kultivaci kvasinek 
Spektrofotometr VIS, Helios δ - Unicam (UK) 
Mikroskop L II ooA - Intraco Micro (SRN) 
GKB Color Digital CCD kamera - GKB Color Digital (Taiwan) 
Lucia Image active 5.0 - Laboratory Imaging spol. s r.o. (ČR) 
Třepačka IKA Yellow Line, (SRN) - Yellow Line (SRN) 
Centrifuga Sigma Laborzentrifugen - Laborzentrifugen (SRN) 
Analytické váhy Boeco (SRN) - Boeco (SRN) 
4.2.2 Přístroje a pomůcky použité k sledování morfologie kvasinek 
Fluorescenční mikroskop Labomed model T121100 
Průtokový cytometr Apogee A50, Apogee Flow Systems (USA) 
4.2.3 Použité přístroje a pomůcky k izolaci a stanovení karotenoidů 
Filtry pro HPLC, PRE-CUT - Alltech (GB) 
Vakuová odparka RV 06 - IKA (SRN) 
Vodní lázeň EL-20 - Merci a.s. (ČR) 
Sestava HPLC/PDA/MS (Thermo Fisher Scientific, USA) 
Programátor gradientu GR 5 - ECOM spol. s r.o. (ČR) 
Vysokotlaké čerpadlo typ P 4020 - ECOM spol. s r.o. (ČR) 
Dávkovací ventil typ C - ECOM spol. s r.o. (ČR) 
Termostat kolony typ LCO 101 - ECOM spol. s r.o. (ČR) 
Detektor PDA - PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR 
Software Xcalibur – chromatography SW  
Kolona Kinetex C18, 2,6 μm, 4,6 x 150 mm - Phenomenex 
Držák předkolony - KJO – 4282 – Supelco 
4.2.4 Použité přístroje a pomůcky k enzymatickému stanovení lipidů 
Centrifuga Sigma Laborzentrifugen - Laborzentrifugen (SRN) 
Vakuová odparka RV 06 - IKA (SRN) 
Spektrofotometer VIS, Helios δ - Unicam (UK) 
4.3 Kvasinkovité kmeny 
Rhodotorula glutinis CCY 20-2-33 
Rhodotorula mucilaginosa CCY 20-7-28 
Rhodotorula mucilaginosa CCY 20-7-31 
Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4 
Sporobolomyces shibatanus CCY 19-20-3 
Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-2 
Cystofilobasidium macerans CCY 17-19-3 
Phaffia rhodozyma CCY 77-1 
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4.4 Použité odpadní substraty 
4.4.1 Syrovátka 
Jako substrát pro kultivaci kvasinek byla použita sušená syrovátka výrobce TOPNATUR s.r.o. 
Její složení je rozepsané v Tab. 3. 
 
Tab.  3. Složení sušené syrovátky  
Složka Množství (v 100 g produktu) 
Tuky 1,5 g 
Nasycené mastné kyseliny 1 g 
Sacharidy 72 g 
Bílkoviny 12,5 g 
Sůl 3,2 g 
4.4.2 Glycerol 
Dalším odpadním substrátem, využitým pro kultivací karotenogenních kvasinek byl bezvodý 
glycerol. Poskytla ho firma Lachema (ČR). 
 
Tab.  4. Složení glycerolu od Lachema 
Obsah 100,6 % 
Síranový popel  ˂ 0,01 % 
Chloridy (Cl) ˂ 0,0005 % 
Těžké kovy (j. Pb) ˂ 0,0005 % 
4.5 Postupy práce 
4.5.1 Kultivace mikroorganizmů na optimálním médiu 
4.5.1.1 Kultivace karotenogenních kmenů 
Kvasinky kmenů Cystofilobasidium, Rhodotorula, Sporobolomyces, Xanthophyllomonas jsou 
mezofilní aerobní mikroorganizmy s podobnými podmínkami růstu. Kvasinky byly 
kultivovány v tekutém médiu při teplotě 28 °C za neustálého třepání a osvětlení potřebného pro 
produkci karotenoidů. Před zočkováním byla média sterilovaná v tlakovém hrnci s otevřeným 
ventilem po dobu 60 minut. 
4.5.1.2 Inokulum I + II 
Pro každou sérii kultivací bylo nejdříve připraveno inokulum I tak, aby poměr ino I: ino II byl 
1: 5. Složení inokula I, použitého při kultivacích je uvedeno v Tab. 5. Do každého 
vysterilovaného inokula I (30 ml) ve sterilním prostředí byly naočkovány 3 kličky zásobní 
kultury na Petriho miskách. Kultivace probíhala 24 hodin. 
Pro každé inokulum I bylo připraveno příslušné inokulum II podle určité kultivační série tak, 
aby poměr ino I: ino II byl 1: 5. Kultury z inokula I byly sterilně přelity do inokula II a 
kultivovány dalších 24 hodin. Inokulum II bylo základem pro následující sérii kultivací 
v produkčních médiích. Všechna inokula II obsahovala stejný základ uvedený v Tab. 5. 
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Tab.  5. Složení inokula I+II 
Složka Množství (g) 
Glukóza 40 
(NH4)2SO4 5 
KH2PO4 5 
MgSO4 .7H2O 0,696 
Kvasničný autolyzát 7 
Vodovodní voda 1 000 ml 
4.5.1.3 Inokulum I+II pro kmen Phaffia rhodozyma 
Pro kultivaci kmene Phaffia rhodozyma byly použité inokula I+II o stejném složení jako v 
kapitole 4.5.1.2. Jedinou složkou navíc byla močovina, která se přidávala v množství 3,5 g na 
1000 ml inokula. 
4.5.1.4 Obohacené inokulum 
Pro každou kultivaci bylo také připraveno obohacené inokulum, obsahující mikroelementový 
roztok. Toto inokulum je bohaté na vitaminy a má zvýšené množství soli. Postup přípravy a 
zaočkování byl stejný jak u klasického inokula. Složení je dané v Tab. 6 a Tab. 7. 
 
Tab.  6. Složení obohacených inokul 
Složka Množství (g) 
Glukóza 40 
(NH4)2SO4 10 
KH2PO4 1 
K2HPO4 0,2 
NaCl 0,1 
CaCl2.2H2O 0,1324 
MgSO4 0,5 
Kvasničný autolyzát 5 
Mikroelementový roztok 250 µl 
Destilovaná voda 1000 ml 
 
Tab.  7. Složení mikroelementovýho roztoku 
Složka Množství (g) 
H3BO4 1,25 
CuSO4.5 H2O 0,1 
KI 0,25 
MnCl2 . 4 H2O 0,82 
FeCl3 0,3 
(NH4)6Mo7O24.4 H2O 0,5 
ZnSO4. 7 H2O 1 
H2O 1000 ml 
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4.5.1.5 Produkční média 
Každý kmen byl kultivován na dvou typech produkčních médií – glukózovém a lipidovém. 
Složení glukózového media je zaměřeno na produkci karotenoidů. Složení lipidového media 
předpokládá zvýšenou produkci lipidických látek. Pro každou sérii inokul II (normální  
a obohacené) byla připravena různá produkční média o potřebném objemu 150 ml. Produkční 
glukózové a produkční lipidové média obsahovala stejný základ, ale v jiném množství.  
V tabulce 8 a 9 uvedeno jejich složení. Inokula II byla sterilně rozlita do produkčních médií 
tak, aby poměr ino II: produkční médium byl 1: 5. Kultury byly kultivovány 80 hodin. 
 
Tab.  8. Složení produkčního média - glukózové 
 
Tab.  9. Složení produkčního média – lipidové 
4.5.1.6 Produkční média pro kmen Phaffia rhodozyma 
Kmen Phaffia rhodozyma byl kultivován na čtyřech typech produkčních médii. Dvě z nich byla 
kontrolní a měli snížené množství glukózy a glycerolu. Jejich složení je uvedené v Tab. 10. Pro 
optimalizaci této kultivace byl využit následující odborný článek [20]. 
 
Tab.  10. Složení produkčních médii – glukozové a glycerolové 
Složka Množství (g) 
Glukóza 30  
(NH4)2SO4 4  
KH2PO4 4  
MgSO4 .7H2O 0,696 
Vodovodní voda 1000 ml 
Složka Množství (g) 
Glukóza 56  
(NH4)2SO4 1  
KH2PO4 4  
MgSO4 .7H2O 0,4 
Kvasničný autolyzát 1  
Vodovodní voda 1000 ml 
Složka 
Kontrolní 
GLU  
Kontrolní 
GLYC  
Prod GLU  Prod GLYC 
Glukóza 30 g - 60 g - 
Glycerol - 30 g - 60g 
(NH4)2SO4 4 g 4 g 1 g 1 g 
KH2PO4 2,4 g 2,4 g 2,4 g 2,4 g 
MgSO4 .7H2O 1 g 1 g 1 g 1 g 
Na2HPO4. 12H2O 2,3 g 2,3 g 2,3 g 2,3 g 
Kvasničný autolyzát 1 g 1 g 1 g 1 g 
Močovina 1 g 1 g 1 g 1 g 
Roztok FeSO4.7H2O 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 
Vodovodní voda 1000 ml 1000 ml 1000 ml 1000 ml 
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4.5.1.7 Stanovení zákalu turbidimetricky 
1 ml vzorku byl vhodně naředěn destilovanou vodou tak, aby se nepřekročil rozsah lineární 
odezvy spektrofotometru. Byla změřená absorbance při vlnové délce 630 nm proti destilované 
vodě. V případě médií obsahujících přídavek syrovátky se jako blank používalo toto médium. 
4.5.1.8 Zpracování biomasy 
Celý objem produkčního média byl centrifugovaný při 5 000 otáčkách po dobu 8 minut při 
laboratorní teplotě. Potom byly buňky promyté destilovanou vodou a opětstočené. Nakonec 
byla biomasa rozsuspendována ve fyziologickém roztoku a uložená v mrazničce. 
4.5.2 Kultivace mikroorganizmů na odpadních substrátech 
Při kultivaci kvasinek na odpadních substrátech Inokulum I a Inokulum II měli stejné složení, 
jako u kultivace na živném mediu (Tab. 5). Odpadní substráty jako glycerol a syrovátka se 
přidávali do produkčního media místo glukózy. Složení médií zobrazených v tabulkach 11 a 12 
bylo vypočítáno tak, aby byly zachovány poměry C/N použitý pro kultivace na glukózových 
médiích. 
 
Tab.  11. Složení produkčních medii na glycerolu 
Složka Kontrolní médium (glukozové) Lipidové médium 
Glycerol 60 g 60 g 
(NH4)2SO4 4 g 1,11 
KH2PO4 4 g 4 g 
MgSO4 .7H2O 0,696 g 0,4 
Kvasničný autolyzát – 1 g 
Vodovodní voda 1000 ml 1000 ml 
 
Tab.  12. Složení produkčních medii na syrovátce 
Složka Kontrolní médium (na syrovátce) Lipidové médium 
Syrovátka 41,67 g 41,67 g 
(NH4)2SO4 3,19 g 0,70 g 
KH2PO4 4 g 4 g 
MgSO4 .7H2O 0,696 g 0,4 
Kvasničný autolyzát – 1 g 
Vodovodní voda 1000 ml 1000 ml 
 
4.5.3 Použití průtokové cytometrie 
Jako fluorescenční sondy byla použita fluorescenční barviva: nilská červeň a methylenová 
modř. K optimalizaci metod byly použity kvasinky kultivované 80 hodin kultivované jak na 
glukózových médiích, tak na médiích s odpadními substráty. Pro měření byl použit 1 ml 30x 
zředěných buněk. K takto připravenému vzorku byly přidány fluorescenční sondy. Nilská 
červeň o koncentraci 1 mg/ml byla přidána v objemu 3 μl, následně byl vzorek v Eppendorfově 
zkumavce ponechán 5 min inkubovat ve tmě při 30°C. Poté byl takto připravený vzorek změřen 
na cytometru. Vzorky barvené methylenovou modří o shodné koncentraci  1 mg/ml byl stejným 
postupem, použitým pro barvení nilskou červení, zpracovány a naměřeny. 
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Tab.  13. Nastavení cytometru - záložka PMT 
PMT    
 Voltage Noise 
SALS 200 0,02 
 350 0,04 
FL1 500  
FL2 500  
FL3 500  
FL4 500  
FL1 - FL4 je zkratka pro označení detektorů průtokového cytometru 
 
Tab.  14. Nastavení cytometru v záložce Control 
Control Flush cycles 2 
Sheat 150 mbar 
Sample 2,78 µl/min 
4.5.4 Použití fluorescenčního mikroskopu 
Pro sledování kmenů kvasinek pomocí fluorescenční mikroskopie byla použita jako 
fluorescenční sonda nilská červeň. Byly analyzovány buňky kultivované 80 hod. Ke sledování 
bylo použito 0,1 ml živých buněk a vzorek byl následně doplněn destilovanou vodou do 1 ml. 
K takto připravenému vzorku byla přidána fluorescenční sonda. Bylo přidáno 0,2 μl nilské 
červeni, mikrozkumavka byla inkubována 5 minut ve tmě při 30°C. Sledování buněk na 
mikroskopu bylo prováděno pomocí objektivu se stonásobným zvětšením s využitím imerzního 
oleje. 
4.5.5 Růstová křivka 
Růstová křivka byla stanovena u kvasinek rodů Rhodotorula mucilaginosa 20-7-28 a 
Cystofilobasidium macerans 17-19-3. 
Růstová křivka u kvasinek byla stanovovaná v předem určených časových intervalech vždy 
stejným způsobem. Pro každý plánovaný odběr byla ze stejného inokula II zaočkovaná jedna 
produkční Erlenmayerova baňka o objemu 500 ml obsahující 150 ml produkčního média. 1 ml 
suspenze byl použitý ke stanovení zákalu a mikroskopickému pozorování na vyloučení 
kontaminace, 10 ml na stanovení hmotnosti sušiny, 100 ml pro stanovení karotenoidů a 
ergosterolu kapalinovou chromatografií a 50 ml na stanovení lipidů enzymatickou metodou. 
Získané údaje byly poté zpracované v programu Excel 2013. 
4.5.6 Stanovení sušiny gravimetricky 
10 ml kultury z růstové křivky, která byla určená pro stanovení sušiny, bylo centrifugováno při 
5 000 otáčkách po dobu 8 minut při laboratorní teplotě. Buňky byly následně promyté 
destilovanou vodou a opětcentrifugovány. Vzorek byl rozsuspendovaný v 1 ml destilované 
vody, nalitý do předem vysušené a zvážené váženky a vysušený do konstantní hmotnosti při 
teplotě 85 °C. Po ochlazení na laboratorní teplotu v exsikátoru a zvážení na analytických 
vahách, byla z rozdílu hmotnosti prázdné váženky a váženky s vysušeným vzorkem stanovena 
hmotnost sušiny v každém vzorku. 
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4.5.7 Izolace a analýza karotenoidů 
Karotenoidy i ergosterol jsou součástí lipidické frakce kvasinkových buněk, proto je možné je 
izolovat několikastupňovou extrakcí spojenou se zmýdelněním. K analýze byly použity vzorky 
z produkčních médií o objemu 100 ml. Identifikace byla provedená pomocí vysoko-účinné 
kapalinové chromatografie s PDA detekcí. 
4.5.7.1 Izolace karotenoidů zmýdelněním 
Uložené vzorky z mrazničky byly pomalu rozmraženy ve tmě a stočeny při 5 000 otáčkách po 
dobu 8 minut při laboratorní teplotě. Následně byly promyté destilovanou vodou a opětstočené. 
Sediment, který obsahoval kvasinkové buňky, byl v třecí misce dezintegrovaný s 50 ml 
acetonu, kvantitativně převedený na odpařovací misku a po přídavku 50 ml 10% alkoholického 
roztoku KOH byl zmýdelňovaný na vodní lázni při 90 °C po dobu 30 minut. 
4.5.7.2 Extrakce 
Zmýdelněný odparek byl třikrát extrahovaný pomocí 25 ml diethyletheru. Spojené 
etherovéfrakce byly poté odpařeny na vakuové odparce. 
4.5.7.3 Analýza karotenoidů metodou HPLC/PDA 
Vysušený extrakt byl rozpuštěný v 1 ml ethanolu pro HPLC, přefiltrovaný přes jednorázový 
filtr a převedený do mikrocentrifugační zkumavky. Před samotnou analýzou byly vzorky ještě 
krátce stočené při 5 000 ot/min. K chromatografické analýze karotenoidů byla použitá sestava 
HPLC od firmy Thermo Fisher Scientific, USA. Ke zpracování analytických dat  
a chromatogramů byl použit chromatografický software Xcalibur. 
4.5.7.4 Podmínky separace 
Analýza karotenoidů a ergosterolu metodou HPLC probíhala za izokratických podmínek při 
průtoku mobilní fáze 1,0 ml/min a teplotě 45 °C na nerezové koloně Kinetex C18 (5 mm,  
4,6 x 150 mm) s předřazenou předkolonou, s fotometrickou detekcí při vlnové délce 
odpovídající maximu absorbance příslušné analyzované látky (450 nm pro karotenoidy  
a 285 nm pro ergosterol). Vzorek byl na kolonu dávkován ventilem s dávkovací smyčkou  
o objemu 20 μl. Jako mobilní fáze byl použitý methanol pro HPLC. 
4.5.7.5 Identifikace a kvantifikace karotenoidů 
Analýza byla provedená na základě chromatografické analýzy standardů karotenoidů  
a ergosterolu při daných vlnových délkách. Stanovení množství vybraných karotenoidů  
a ergosterolu bylo stanoveno pomocí kalibrace metodou kalibrační křivky. Ke kvantitativnímu 
vyhodnocení byla použitá závislostplochy píku jednotlivých standardů na koncentraci. Byly 
použité standardy v koncentračním rozmezí -karoten 10-100 μg/ml, ergosterol 0,1-1mg/ml  
a ubichinon. Ke zpracování analytických dat a chromatogramů byl použitý chromatografický 
software Xcalibur. 
4.5.8 Stanovení lipidů enzymatickou metodou 
4.5.8.1 Izolace lipidů 
Zamražený vzorek obsahující 50 ml biomasy byl rozmražen a centrifugován při 8000 otáčkách 
po dobu 3 minut. Supernatant byl slit a biomasa byla při stejných otáčkách znovu 
centrifugována po dobu 8 minut. Biomasa byla poté rozsuspendována v 5 ml směsi  
chloroform: methanol 2 : 1 a rozetřena v třecí misce s tloučkem.  
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 Suspenze byla kvantitativně převedena do 15 ml centrifugační zkumavky a doplněna směsi 
chloroform: methanol 2 : 1 na výsledný objem 10 ml. Zkumavka byla 30 sekund protřepávána 
a doplněna 1 ml destilované vody a opět intenzivně protřepána. Suspenze byla poté 
centrifugována při 6000 otáčkách po dobu 5 minut. Z takto připravené zkumavky byla 
odpipetována spodní chloroformová fáze a kvantitativně převedena do slzičkové baňky  
a umístěna do vakuové odparky. Odparek byl po odstranění rozpouštědla a ochlazení rozpuštěn 
v 1 ml hexanu a uschován v lednici pro další měření [47]. 
4.5.8.2 Enzymatické stanovení 
Nejprve se připravil pracovní roztok smícháním volného glycerolového činidla  
a triglyceridového činidla o objemu 20 ml. Roztok byl namíchán do tmavé skleněné kyvety 
v poměru volné glycerolové činidlo: triglyceridové činidlo = 4: 1. Jako standard byl využit 
vzorek s enzymatickou směsí, do kterého bylo přidáno 5 μl roztoku glycerolu s koncentrací 
0,25 mg/ml. Dále byl připraven blank, kde místo glycerolu byla přidaná do zkumavky voda ve 
stejném množství jako v případě standardu. Vzorky extrahovaných lipidů v hexanu uchovávané 
v lednici se vytáhly a byly ponechány na stole, dokud se neohřály na laboratorní teplotu. 
Z každého vzorku bylo pipetováno 5 µl do zkumavky. Po odpaření hexanu bylo do stejné 
zkumavky přidáno 0,5 ml pracovního roztoku. Obsah se mírně promíchal a zkumavka se dala 
inkubovat do vodní lázně na 5 minut při 37 °C. Po inkubaci byly vzorky proměřené na 
spektrofotometru a byla zaznamenána absorbance při 540 nm. Přístroj byl vynulován na 
absorbanci destilované vody. Dále naměřené hodnoty absorbance byly využité k výpočtu 
celkové koncentraci triglyceridů [47].  
Vzorek pro výpočet celkové koncentraci triglyceridů (lipidů): 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
5.1 Růstová charakteristika 
Stanovení růstových charakteristik vybraných mikroorganizmů je důležité pro analýzu 
produkce vybraných metabolitů a také pro pochopení fyziologie kmenů kvasinek, které 
zkoumáme. Růstová křivka vyjadřuje závislost nárůstu biomasy na čase. Růstové 
charakteristiky byly stanoveny u dvou kmenů - Cystofilobasidium macerans CCY 17-19-3 
a Rhodotorula mucilaginosa CCY 20-7-28. Pro rychlejší stanovení množství sušiny 
v jednotlivých vzorcích byla sestavena kalibrační křivka, která vyjadřuje závislost množství 
sušiny na zákalu různě koncentrovaných roztoků kvasinek. 
5.1.1 Kalibrační závislost biomasy a zákalu 
U kmenů Cystofilobasidium macerans a Rhodotorula mucilaginosa byla stanovená kalibrační 
závislost. Ze závislosti absorbanci na sušině byla sestavená kalibrační rovnice. Pro 
Cystofilobasidium macerans 17-19-3 na glukózovém mediu: y = 0,119x + 0,0256.  
Na lipidovém: y = 0,1219x + 0,0336. Pro kmen Rhodotorula mucilaginosa na glukózovém 
mediu: y = 0,1176x + 0,0122. Na lipidovém: y = 0,1238x + 0,0064. 
 Pomocí těchto regresních rovnic bylo vyjádřeno množství vyprodukované sušiny 
jednotlivých kmenů. 
5.1.2 Růstová křivka kvasinky Cystofilobasidium macerans 17-19-3 (na glukózovém 
produkčním médiu) 
 
Tab.  15. Hodnoty absorbance a sušiny v závislosti na době kultivace u C. macerans (17-
19-3) 
hod A (10x zředěno) Sušina (g/l) hod A (10x zředěno) Sušina (g/l) 
0 0,113 0,32 31 0,580 4,56 
2 0,096 0,48 33 0,354 3,20 
4 0,100 0,35 48 0,459 3,44 
6 0,123 1,03 54 0,516 3,86 
8 0,168 1,48 72 0,559 3,91 
10 0,262 1,98 75 0,433 3,74 
23 0,433 3,70 78 0,413 3,46 
25 0,525 3,95 96 0,467 3,80 
27 0,536 3,97 99 0,416 3,79 
29 0,504 3,90 102 0,588 4,78 
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Graf 1   Závislost nárůstu biomasy na době kultivace C. macerans (glu) 
Výše je znázorněná růstová křivka kmene C. macerans (17-19-3), který byl kultivovaný na 
glukózovém mediu (Graf 1). Ze závislosti biomasy na čase kultivace můžeme pozorovat jedno 
maximum, a to v 33. hodině. Po této hodině se růst zpomalil a přešel do stacionární fáze, kde 
zůstal do 99. hodiny.  
5.1.3 Růstová křivka kvasinky Cystofilobasidium macerans 17-19-3 (na lipidovém 
produkčním médiu) 
 
Tab.  16. Hodnoty absorbance a sušiny v závislosti na době kultivace u C. macerans 
hod A (10x zředěno) Sušina (g/l) hod A (10x zředěno) Sušina (g/l) 
0 0,134 0,48 31 0,600 4,23 
2 0,075 0,55 33 0,557 4,48 
4 0,122 0,86 48 0,625 4,82 
6 0,191 1,19 54 0,763 5,67 
8 0,214 1,86 72 0,630 5,00 
10 0,309 2,22 75 0,520 4,50 
23 0,452 3,03 78 0,710 5,16 
25 0,463 3,17 96 0,495 4,25 
27 0,500 3,26 99 0,440 3,95 
29 0,502 3,67 102 0,410 3,60 
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Graf 2   Závislost nárůstu biomasy na době kultivace C. macerans (lip) 
Z grafu 2 je vidět, že růstová křivka Cystofilobasidium macerans na lipidovém mediu vykazuje 
dvoustupňový nárůst, což je typické pro karotenogenní kvasinky. První mírné maximum se 
nachází kolem 33. hodiny. Tady karotenogenní kvasinky přichází do mírně zpomaleného růstu, 
ale pak zase pokračuje růst v poslední části exponenciální fáze. Pak druhé maximum je kolem 
54. hodiny a růst následně přechází do stacionární fáze.  
 Když porovnáme grafy 1 a 2, tak je jasně vidět, že růstové křivky Cystofilobasidium 
macerans na kontrolním médiu a na lipidovém médiu se mezi sebou liší. Mají stejné hodnoty 
prvních maxim, ale na lipidovém médiu kvasinky vykazují dvoustupňový narůst oproti 
kontrolnímu. Znamená to, že kmen vykazuje lepší růstové schopnosti v médiu s vyšším 
poměrem C/N. 
5.1.4 Růstová křivka kvasinky Rhodotorula mucilaginosa 20-7-31 (na glukózovém 
produkčním médiu) 
 
Tab.  17. Hodnoty absorbance a sušiny v závislosti na době kultivace u R. mucilaginosa  
hod A (10x zředěno) Sušina (g/l) hod A (10x zředěno) Sušina (g/l) 
0 0,122 0,30 31 0,493 3,62 
2 0,082 0,36 33 0,382 3,52 
4 0,040 0,53 48 0,376 2,96 
6 0,118 0,95 54 0,335 3,14 
8 0,120 1,32 72 0,603 4,63 
10 0,155 1,55 75 0,533 4,18 
23 0,318 2,84 78 0,450 4,05 
25 0,386 2,93 96 0,491 4,06 
27 0,436 3,46 99 0,475 3,91 
29 0,442 3,81 102 0,445 3,83 
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Graf 3   Závislost nárůstu biomasy na době kultivace R. mucilaginosa (glu) 
V této kapitole je uvedena růstová křivka kmene Rhodotorula musilaginosa, kultivace 
probíhala na optimálním glukózovém mediu. Z grafu 3 je možné pozorovat dvě maxima 
v exponenciální fázi růstu. První mírné maximum se nachází v 21. hodině následované druhým 
výrazným maximem v 31. hodině. Kultura poté přechází do stacionární fáze růstu s maximem 
nárůstu celkové biomasy v 72. hodině. Poté dochází k poklesu množství biomasy.  
5.1.5 Růstová křivka kvasinky Rhodotorula mucilaginosa 20-7-31 (na lipidovém 
produkčním mediu) 
 
Tab.  18. Hodnoty absorbance a sušiny v závislosti na době kultivace u R. mucilaginosa  
hod A (10x zředěno) Sušina (g/l) hod A (10x zředěno) Sušina (g/l) 
0 0,130 0,58 31 0,468 3,72 
2 0,095 0,48 33 0,413 3,84 
4 0,054 0,74 48 0,532 3,91 
6 0,138 1,17 54 0,695 5,93 
8 0,114 1,52 72 0,740 6,01 
10 0,165 1,72 75 0,778 5,97 
23 0,354 2,23 78 0,813 5,85 
25 0,445 3,03 96 0,752 4,96 
27 0,432 3,44 99 0,702 4,52 
29 0,395 3,69 102 0,596 4,12 
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Graf 4   Závislost nárůstu biomasy na době kultivace R. mucilaginosa (lip) 
Rhodotorula mucilaginosa na lipidovém mediu roste pomaleji, než v případě kultivace 
na glukózovém médiu (Graf 3). První mírné maximum se nachází kolem 33. hodiny. Pak 
následuje zpomalený exponenciální růst, končící druhým maximem v 56. hodině (Graf 4) 
přecházejícím do stacionární fáze růstu. I přesto produkuje na lipidovém mediu kvasinka více 
biomasy, což dokazuje, že tenhle typ media je vhodnější pro růst daného kmenu. 
5.2 Produkce karotenoidů v průběhu růstu dvou kmenů kvasinek 
Během růstu karotenogenních kvasinek byly sledovány nejen nárůsty sušiny a zákalu, ale také 
obsah β-karotenu, ergosterolu a ubichinonu. Produkce těchto metabolitů jsou uvedené 
v tabulkách 19 - 22 a grafech 5 - 8. Analýza probíhala pomocí metody HPLC s PDA detekcí, 
se separací na koloně Kinetex C18 (5 μm, 4,6 x 150 mm). Analýzy byly provedeny vždy dvakrát 
a výsledky jsou uvedeny jako průměrná hodnota ze dvou měření. 
5.2.1 Cystofilobasidium macerans 17-19-3 (kultivace na glukozovém médiu) 
 
Tab.  19. Množství vyprodukovaných metabolitů v čase u C. macerans (17-19-3) 
hod sušina (g/l) 
β -karoten 
(μg/g suš.) 
celkové 
karotenoidy (μg/g 
suš.) 
ergosterol 
(μg/g suš.) 
ubichinon 
(μg/g suš.) 
48 3,2 61,70 212,19 572,91 47,71 
54 3,44 67,07 301,59 554,23 23,55 
72 3,86 299,56 1187,01 68,00 101,08 
75 3,91 57,39 355,88 623,31 19,27 
78 3,74 33,40 170,98 523,89 8,73 
96 3,46 130,25 755,33 753,56 47,71 
99 3,80 122,34 575,82 592,98 23,77 
102 3,79 114,00 717,63 620,13 32,93 
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Graf 5   Grafické znázornění produkce karotenoidů a lipidických látek kvasinkou 
Cystofilobasidium macerans 17-19-3 v závislosti na čase – glukózové medium 
5.2.2 Cystofilobasidium macerans17-19-3 (kultivace na lipidovém médiu) 
 
Tab.  20. Množství vyprodukovaných metabolitů v čase u C. macerans (17-19-3) 
hod sušina (g/l) 
β -karoten 
(μg/g suš.) 
celkové 
karotenoidy 
(μg/g suš.) 
ergosterol 
(μg/g suš.) 
ubichinon 
(μg/g suš.) 
48 4,82 89,64 291,36 484,91 36,65 
54 5,67 88,29 345,65 428,36 35,11 
72 5,00 36,63 252,15 8,32 17,19 
75 4,50 53,31 359,63 532,74 26,45 
78 5,16 134,61 621,45 546,70 54,82 
96 4,25 38,45 205,99 497,86 14,47 
99 3,95 62,81 164,64 427,86 6,54 
102 3,60 68,91 306,63 596,76 26,65 
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Graf 6   Grafické znázornění produkce karotenoidů a lipidických látek kvasinkou 
Cystofilobasidium macerans 17-19-3 v závislosti na čase – lipidové medium 
Výše jsou znázorněné výsledky růstových křivek kmene Cystofilobasidium macerans  
17-19-3 na glukózovém a lipidovém médiu. Hlavní karotenoidní pigment, který je sledován, je 
β-karoten.  Z grafu 5 lze pozorovat dvě maxima v produkci β-karotenu a celkových 
karotenoidů: první maximum produkce je v 72. hodině a druhé v 96. hodině.  V případě 
produkce ergosterolu lze vidět podobný charakter chování kvasinky s maximy v 75.  
a 96. hodině.  
 Produkce na lipidovém médiu (Graf 6) vykazuje jedno hlavní maximum produkce 
karotenoidů v 78. hodině.  Produkce ergosterolu je v porovnání s produkcí v glukózovém médiu 
přibližně stejná.  
 Z těchto výsledků je vidět, že kvasinka Cystofilobasidium macerans 17-19-3 je schopná 
produkovat větší množství β-karotenu a ergosterolu na glukózovém mediu, než na lipidovém. 
Příčinou bude zřejmě zvýšený metabolický tok acetyl-CoA do biosyntézy mastných kyselin 
v podmínkách příznivých pro produkci lipidů. Acetyl-CoA je výchozím metabolitem 
biosyntézy izoprenoidů (tedy i karotenoidů) i mastných kyselin (viz. Kap. 2.1.4 a  2.2.2) 
5.2.3 Rhodotorula mucilaginosa 20-7-31 (kultivace na glukozovém médiu) 
Tab.  21. Množství vyprodukovaných metabolitů v čase u R. mucilaginosy (20-7-31) 
hod sušina (g/l) 
β -karoten 
(μg/g suš.) 
celkové 
karotenoidy 
(μg/g suš.) 
ergosterol 
(μg/g suš.) 
ubichinon 
(μg/g suš.) 
48 2,96 52,65 236,57 683,47 36,03 
54 3,14 44,33 210,01 302,75 15,18 
72 4,63 82,95 338,47 409,30 24,81 
75 4,18 149,01 764,58 709,49 29,82 
78 4,05 68,09 453,74 633,83 49,74 
96 4,06 79,77 451,36 563,57 16,47 
99 3,91 234,47 1332,90 782,65 68,00 
102 3,83 70,05 323,34 624,54 25,22 
0
100
200
300
400
500
600
700
800
Cystofilobasidium macerans 17-19-3 
sušina*10 (g/l)
b-karoten (ug/g suš)
celkové karotenoidy
(ug/g suš)
ergosterol (ug/g suš)
coenzym Q (ug/g suš)
43 
 
 
 
Graf 7   Grafické znázornění produkce karotenoidů a lipidických látek kvasinkou Rhodotorula 
mucilaginosa 20-7-31 v závislosti na čase – glukozové médium  
5.2.4 Rhodotorula mucilaginosa 20-7-31 (kultivace na lipidovém médiu) 
 
Tab.  22. Množství vyprodukovaných metabolitů v čase u R. mucilaginosa (20-7-31) 
hod sušina (g/l) 
β -karoten 
(μg/g suš.) 
celkové 
karotenoidy 
(μg/g suš.) 
ergosterol 
(μg/g suš.) 
ubichinon 
(μg/g suš.) 
48 3,91 55,11 267,53 588,58 26,38 
54 5,93 136,12 553,73 492,68 48,80 
72 6,01 172,21 684,97 515,56 34,72 
75 5,97 91,04 394,42 366,34 35,57 
78 5,85 150,75 528,34 530,14 44,58 
96 4,96 75,88 487,04 531,03 26,46 
99 4,52 61,32 338,04 525,14 18,74 
102 4,12 258,96 1121,44 752,83 63,78 
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Graf 8   Grafické znázornění produkce karotenoidů a lipidických látek kvasinkou Rhodotorula 
mucilaginosa 20-7-31 v závislosti na čase – lipidové médium 
V grafech 7 a 8 jsou grafický znázorněné výsledky růstových křivek kmene Rhodotorula 
mucilaginosa 20-7-31 na glukózovém a lipidovém produkčním médiu. V glukózovém médiu 
lze pozorovat dvě maxima obdobně jako v případě kmene C. macerans. První maximum  
se nachází v 75. hodině a druhé maximum s největším výtěžkem v 99. hodině. Maxima 
produkce ergosterolu kopírují výše zmíněná maxima produkce karotenoidů.  
 V případě produkce na lipidovém médiu lze pozorovat dvě maxima v 72. a 102. hodině. 
Produkce ergosterolu je v průběhu celého růstu vyrovnaná s maximem na konci experimentu. 
Produkce karotenoidů i ergosterolu je podobně jako u C.macerans v lipidovém médiu nižší, než 
v případě glukózového média.  
 Z obou studovaných kmenů bylo dosaženo největších výnosů u kmene Rhodotorula 
mucilaginosa, a to v případě kultivace na glukózovém médiu.  
5.3 Kultivace karotenogenních kvasinek, morfologické a produkční vlastnosti 
Kvasinky byly kultivované v produkčních médiích s různými poměry solí a glukózy jako zdroje 
uhlíku. Jako kontrolní médium bylo použito médium s obsahem glukózy, která byla jediným 
zdrojem uhlíku. Kultivace probíhaly souběžně po dobu 80 hodin. Po skončení kultivace bylo 
pozorované celkové zabarvení média a byla sledována produkce, případně nadprodukce 
karotenoidů v jednotlivých médiích. Následně bylo provedeno měření pomocí separační 
techniky HPLC/PDA k detekci a kvantifikaci vybraných karotenoidů. Byl zjišťován vliv 
složení médií na jednotlivé buňky a jejich schopnost produkovat lipidické látky pomocí 
fluorescenčního mikroskopu a průtokového cytometru. Ve vybraných vzorcích bylo 
stanovováno množství triacylglycerolů pomocí enzymatické metody. 
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 Pro kultivaci kvasinek na různých typech optimálizovaných médií byly vybrány kmeny 
karotenogenních kvasinek Rhodotorula glutinis 20-2-33, Rhodotorula mucilaginosa 20-7-28, 
Rhodotorula mucilaginosa 20-7-31, Sporobolomyces roseus 19-6-4, Sporobolomyces 
shibatanus 19-20-3, Cystofilobasidium capitatum 10-1-2, Cystofilobasidium macerans  
17-19-3. Označení vzorků NORM GLU a NORM LIP znamená, že daný kmen byl zočkován 
do klasického inokulačního média a následně byl převeden do glukózového a lipidového 
produkčního média. Označení vzorků OBOH GLU a OBOH LIP znamená, že kvasinka byla 
zočkována do obohaceného média a pak bylo přelito do glukózového nebo lipidového 
produkčního média. Podmínky kultivace a složení jednotlivých médií je popsané v kapitole 
4.5.1. 
5.3.1 Kultivace rodu Rhodotorula 
5.3.1.1 Rhodotorula glutinis 20-2-33 
 
Obr. 15   Změny v zabarvení různých produkčních médií kvasinky R. glutinis 
 
Na obrázku 15 je vidět rozlišné zabarvení jednotlivých médií. Glukózové produkční média máji 
silnější zabarvení do růžova, oproti tomu lipidové média jsou světlejší a barva je spíše oranžová. 
Barvy pravděpodobně odpovídají změnám v distribuci jednotlivých karotenových pigmentů 
syntetizovaných v dané buňce v závislosti na složení produkčního média. 
 
HPLC výsledky 
 
Tab.  23. Množství vyprodukovaných metabolitů u R. glutinis(20-2-33) 
Označení 
kultury 
sušina 
(g/l) 
β -karoten 
(μg/g suš.) 
celkové 
karotenoidy 
(μg/g suš.) 
ergosterol 
(μg/g suš.) 
ubichinon 
(μg/g suš.) 
RG NORM GLU 10,85 1480,81 3625,47 377,73 617,76 
RG NORM LIP 12,46 651,02 2246,77 269,94 298,60 
RG OBOH GLU 8,83 1878,24 5163,59 391,05 438,97 
RG OBOH LIP 8,95 1160,91 3743,61 394,29 539,64 
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Graf 9   Grafické znázornění produkce karotenoidů a lipidických látek kvasinkou Rhodotorula 
glutinis 20-2-33 na různých médiích 
Z hlediska produkce karotenoidů a sledovaných lipidických látek se glukózové médium  
se zvýšeným množstvím vitaminů zdál být vhodnějším substrátem. Produkce biomasy byla 
podobná ve všech 4 vzorcích (Graf 9). 
 Nejvyšší produkce všech metabolitů a biomasy byla v glukózových produkčních médiich. 
Můžeme řict, že přídavek mikroelementového roztoku do průběhu celé kultivace má u kvasinky 
Rhodotorula glutinis pozitivní vliv na zvýšenou produkci karotenoidů a jiných metabolitů. 
 
Fluorescenční mikroskop 
U mikroskopického pozorování kvasinek pomocí fluorescenčního mikroskopu byla 
optimalizována koncentrace a doba inkubace použité barvící sondy. Z uvedených výsledků 
vidíme kvasinky z optického i fluorescenčního mikroskopu. 
 
 
Obr. 16   Snímky buněk R. glutinis (NORM GLU) z optického a fluorescenčního mikroskopu 
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Obr. 17   Snímky buněk R. glutinis (OBOH LIP) z optického a fluorescenčního mikroskopu 
 
 Na obr. 16 a 17 jsou uvedeny mikroskopické snímky kvasinky R. glutinis z fluorescenčního 
a optického mikroskopu s použitím fluorescenční sondy Nilské červeni. Na daných obrázcích 
jsou uvedeny vzorky, které vykazovaly nejlepší fluorescenční schopností, což je způsobeno 
vyšší produkcí lipidických látek. 
 
Průtokový cytometr 
 
Tab.  24. Výsledky měření na průtokovém cytometru za použití dvou typu sond 
Označení vzorku Množství živých buněk – MB (%) Intenzita fluorescence – NR 
RG NORM GLU 98,79 36903 
RG NORM LIP 98,30 32989 
RG OBOH GLU 98,00 32484 
RG OBOH LIP 99,03 37738 
 
 
Graf 10   Procentuální zastoupení živých buněk u kvasinky R.glutinis za různých podmínek 
kultivace  
Barvivo methylenová modř se využívá ke stanovení viability buněk. Mrtvé buňky po příslušné 
excitaci poskytují výrazně vyšší fluorescenci než buňky živé. Z grafu 10 je patrně, že v 80. 
hodině od zahájení kultivace ještě nedochází k fázi odumírání. Téměř všechny buňky jsou živé 
a schopné produkce metabolitů.  
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Graf 11   Hodnoty intenzity fluorescence u kvasinky R. glutinis s využitim barvicí sondy  
 Nejvyšší intenzita fluorescence byla naměřena u vzorku OBOH LIP (37738, graf 11). Jinak 
vzorky R. glutinis vykazují zvýšenou fluorescenci ve všech vzorcích, což znamená,  
že je schopna velké produkce lipidů ve všech zkoumaných typech média. 
 
Enzymatické stanovení lipidů 
Z naměřených hodnot intenzity fluorescence, byly vybrané vzorky s největší fluorescencí,  
a pomocí enzymatické metody bylo stanoveno množství lipidů. Obsah lipidů v sušině byl 
vypočítán pomocí postupu uvedeného v kapitole 4.5.8. 
 
Tab.  25. Výsledky stanovení lipidů u kvasinky R. glutinis na optimálních médiích  
Název vzorku Koncentrace lipidů 
v médiu (g/l) 
Biomasa kultury (g/l) % obsah lipidů v 
sušině 
RG NORM GLU 0,47 10,85 4,35 
RG OBOH LIP 0,51 8,95 5,71 
 
Z tabulky 25 je patrné, že rozdíl v procentuálním zastoupení lipidů v biomase odpovídá také 
rozdílu v naměřené intenzitě fluorescence.  
5.3.1.2 Rhodotorula mucilaginosa 20-7-28 
 
HPLC výsledky 
 
Tab.  26. Množství vyprodukovaných metabolitů u R. mucilaginosa (20-7-28)   
Označení kultury 
sušina 
(g/l) 
β -karoten 
(ug/g suš.) 
celkové 
karotenoidy 
(ug/g suš.) 
ergosterol 
(ug/g suš.) 
ubichinon 
(ug/g suš.) 
RM NORM GLU 5,20 163,40 805,50 443,05 126,34 
RM NORM LIP 5,27 233,81 1014,33 524,10 183,05 
RM OBOH GLU 4,60 238,51 1277,20 586,85 178,63 
RM OBOH LIP 5,64 399,18 1595,70 550,50 238,21 
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Graf 12   Grafické znázornění produkce karotenoidů a lipidických látek kvasinkou 
Rhodotorula mucilaginosa 20-7-28 na různých médiích 
Z grafu 12 můžeme pozorovat zvýšenou produkci karotenoidů kvasinkou R. mucilaginosa  
20-7-28 v obohacených médiích s největším výnosem v lipidovém. Ergosterol byl ve větším 
množství produkován na obohaceném glukózovém médiu. Ale oproti kmeni R. glutinis je 
produkce karotenogenních látek mnohem nižší. I u tohoto kmene lze konstatovat, že kultivace 
s využitím obohacených inokulačních médií má pozitivní vliv na produkci karotenoidů. 
 
Fluorescenční mikroskop 
 
 
Obr. 18   Snímky buněk R. mucilaginosa 20-7-28 (OBOH LIP) z optického a fluorescenčního 
mikroskopu 
 
Na Obr. 18 jsou uvedeny mikroskopické snímky kvasinky R. mucilaginosa 20-7-28 
z fluorescenčního a optického mikroskopu s použitím fluorescenční sondy Nilské červeni. 
Nejlepší fluorescencí vykazovaly buňky vzorku OBOH LIP, což je způsobeno vyšší produkcí 
lipidických látek. Na zvětšeném obrázku vpravo jsou jasně vidět lipidické granule uvnitř buňky.  
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Průtokový cytometr 
 
Tab.  27. Výsledky měření R. mucilaginosa 20-7-28 na průtokovém cytometru za použití 
dvou typů sond 
Označení vzorku Množství živých buněk – 
MB (%) 
Intenzita fluorescence – 
NR 
Zastoupení 
populace (%) 
RM NORM GLU 97,4 
755 51,96 
18111 43,69 
RM NORM LIP 98,39 
677 49,79 
18034 47,8 
RM OBOH GLU 98 
661 61,26 
16941 35,8 
RM OBOH LIP 98,42 
561 49,11 
15650 49,03 
 
V tabulce výše jsou znázorněny výsledky naměřené viability ve vzorku s využitím barviva 
methylénové modři (MB). Dále jsou také uvedeny příslušné intenzity fluorescence jednotlivých 
populací vzorku společně s jejich procentuálním zastoupením ve vzorku. 
 
 
 
Obr. 19   Histogram R. mucilaginosa 20-7-28 barvení NČ 
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Graf 13   Hodnoty intenzity fluorescence u kvasinky R. mucilaginosa 20-7-28 s využitim 
barvicí sondy (NČ) 
 Nejvyšší intenzitu fluorescence byla naměřena u vzorků NORM GLU, NORM LIP (Graf 
13). Ve všech čtyřech vzorcích můžeme pozorovat výskyt dvou populací buněk. První populace 
na histogramu (viz Obr. 19) byla odsazená méně od referenčního píku, a to znamená, že daná 
populace buněk obsahuje malé množství lipidických granulí v buňce. Druhý pík, vzdálený více 
od referenčního píku ve spektru poukazuje na výskyt populace buněk s větším množstvím 
lipidových granulí. Procentuální zastoupení obou výše zmíněných populací je uvedeno 
v tabulce 27. 
 
Enzymatické stanovení 
 
Tab.  28. Výsledky stanovení lipidů u kvasinky R. mucilaginosa 20-7-28 na optimálních 
médiích 
Název vzorku Koncentrace lipidů 
v médiu (g/l) 
 
Biomasa kultury (g/l) % obsah lipidů v 
sušině 
 
RM NORM GLU 0,449 5,20 8,64 
RM NORM LIP 0,357 5,27 6,78 
RM OBOH GLU 0,394 4,60 8,58 
RG OBOH LIP 0,392 5,64 6,95 
 
Hodnoty obsahu lipidů v sušině odpovídají rozdílné intenzitě fluorescencí u jednotlivých 
vzorků z Grafu 13. Největší obsah lipidů byl naměřen ve vzorcích  z médií NORM GLU  
a OBOH GLU. Nejvyššího výtěžku bylo dosaženo u vzorku NORM GLU. 
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5.3.1.3 Rhodotorula mucilaginosa 20-7-31 
 
HPLC výsledky 
 
Tab.  29. Množství vyprodukovaných metabolitů u R. mucilaginosa (20-7-31)  
Označení 
kultury 
sušina 
(g/l) 
β -karoten 
(ug/g suš.) 
celkové 
karotenoidy 
(ug/g suš.) 
ergosterol 
(ug/g suš.) 
ubichinon 
(ug/g suš.) 
RM NORM GLU 5,70 159,52 314,92 529,69 99,68 
RM NORM LIP 5,63 76,41 141,25 427,91 69,25 
RM OBOH GLU 2,38 189,75 336,98 1038,82 178,89 
RM OBOH LIP 5,43 166,03 363,84 528,73 94,69 
 
 
Graf 14   Grafické znázornění produkce karotenoidů a lipidických látek kvasinkou 
Rhodotorula mucilaginosa 20-7-31 na různých médiích 
Z grafu 14 lze vidět, že největší produkce sledovaných metabolitů dosahuje kvasinka  
R. mucilaginosa 20-7-31 na obohaceném glukózovém médiu. Produkce karotenoidů je 
vyrovnaná v obou typech obohaceného média, ale je však velmi nízká v porovnání s ostatními 
kmeny. 
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Fluorescenční mikroskop 
 
 
Obr. 20   Snímky buněk R. mucilaginosa 20-7-31 (NORM LIP) z optického a fluorescenčního 
mikroskopu 
 
 
Obr. 21   Snímky buněk R. mucilaginosa 20-7-31 (OBOH LIP) z optického a fluorescenčního 
mikroskopu 
 
Kvasinka R. mucilaginosa kultivovaná na kontrolnim mediu ukázala zvyšenou intenzitu na 
fluorescenčním mikroskopu. Na fotce z optického mikroskopu jsou dobře viditelné lipidické 
granule v jednotlivých buňkách (Obr. 20). Na obrázku 21 je vidět nižší intenzita fluorescence 
buněk kultivovaných na obohaceném lipidovém médiu ukazujícím na menší produkci lipidů. 
 
Průtokový cytometr 
 
Tab.  30. Výsledky měření R. mucilaginosa 20-7-31 na průtokovém cytometru za použití 
dvou typu sond 
Označení vzorku Množství živých buněk – 
MB (%) 
Intenzita fluorescence – 
NR 
Zastoupení 
populace (%) 
RM NORM GLU 99,39 
259 77,13 
4166 7,05 
RM NORM LIP 99,02 102 100 
RM OBOH GLU 98,44 253 100 
RM OBOH LIP 98,6 197 100 
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Graf 15   Hodnoty intenzity fluorescence u kvasinky R. mucilaginosa 20-7-31 s využitim 
barvicí sondy (NČ) 
Z grafu 15 je vidět, že kvasinka R. mucilaginosa 20-7-31 měla nízkou intenzitu fluorescenci ve 
všech typech optimálních médii. V případě kontrolního glukózového média (NORM GLU) 
byly identifikovány dvě populace. Majoritní populace buněk (93 %) poskytovala velmi nízký 
signál intenzity fluorescence. Minoritní populace (7 %) však poskytovala poměrně intenzivní 
signál fluorescence. U tohoto vzorku byl enzymatickou metodou stanoven obsah lipidů  
v sušině, který činil 5,13 %. 
 U rodu Rhodotorula všechny 3 kmeny vykazovaly rozdílné produkční vlastnosti. Nejvíce 
karotenoidů a lipidických látek produkoval kmen R. glutinis. Nejméně těchto metabolitů 
produkoval kmen R. mucilaginosa 20-7-31. V případě porovnání různých typů živných médií, 
bylo nejvíce karotenoidů produkováno na obohaceném lipidovém a glukózovém médiu. 
Zvýšena produkce lipidů byla pozorována zejména u kontrolních glukózových a lipidových 
médiích. 
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5.3.2 Kultivace rodu Sporobolomyces 
5.3.2.1 Sporobolomyces roseus 19-6-4 
 
HPLC výsledky 
 
Graf 16   Grafické znázornění produkce karotenoidů a lipidických látek kvasinkou 
Sporobolomyces roseus 19-6-4 na různých médiích 
Na grafu výše je patrné, že z hlediska produkce karotenoidů a sledovaných lipidických látek u 
kmene Sporobolomyces roseus bylo dosaženo největší produkce v normálním glukózovém 
médiu. Z hlediska produkce biomasy bylo dosaženo největších výnosů také v normálním 
glukozovém médiu. Nejvyšší produkce ergosterolu bylo dosaženo na obohaceném lipidovém  
médiu. 
 Nejvyšší produkce všech metabolitů a biomasy byla pozorována v normálním glukozovém 
médiu. Z grafu je také patrné, že přídavek mikroelementového roztoku do produkčních médií, 
má pozitivní vliv pouze v případě lipidového média, kde dochází ke zvýšené produkci všech 
sledovaných parametrů. 
 
Fluorescenční mikroskop 
 
 
Obr. 22   Snímky buněk S. roseus 19-6-4 (OBOH GLU) z optického a fluorescenčního mikroskopu 
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Na Obr. 22 jsou uvedeny snímky mikroskopického pozorování kmene Sporobolomyces roseus. 
Na obrázcích je patrná poměrně nízká intentzita fluorescence v porovnání s jinými 
studovanými kmeny.  Nedochází tedy k výrazné produkci lipidů. Dále také výrazné rozdíly 
v intenzitě fluorescence u jednotlivých buněk na snímku znazorňují vyšší variabilitu v buněčné 
populaci.  
 
Průtokový cytometr 
 
Tab.  31. Výsledky měření S. roseus na průtokovém cytometru za použití dvou typu sond 
Označení vzorku Množství živých buněk – 
MB (%) 
Intenzita fluorescence – 
NR 
Zastoupení 
populace (%) 
SR NORM GLU 
 
99,07 
 
450 100 
SR NORM LIP 88,23 540 88,83 
12749 6,18 
SR OBOH GLU 
 
98,87 745 91,89 
17853 3,93 
SR OBOH LIP 99,29 793 91,89 
16281 3,93 
 
V tabulce 31 jsou znázorněny výsledky naměřené viability ve vzorku s využitím barviva 
methylénové modři (MB). Dále jsou také uvedeny příslušné intenzity fluorescence jednotlivých 
populací vzorku společně s jejich procentuálním zastoupením ve vzorku. 
 
 
Graf 17   Hodnoty intenzity fluorescence u kvasinky S. roseus s využitím barvicí sondy (NČ) 
 V průběhu analýzy byly zjištěny ve všech vzorcích dvě populace buněk s výjimkou 
normálního glukózového média (Tab. 31). Stejně jako v předchozích případech obě populace 
jsou rozlišeny výrazně rozdílnou intenzitou fluorescence, kdy první populace s nízkou 
intenzitou produkuje nepatrné množství lipidických granulí a tudíž i zmíněný nízký signál 
fluorescence. V případě druhé populace je to přesně opačné. 
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 Nejvyšší intenzita fluorescence byla naměřená u vzorků v obohacených médiích, kde 
intenzita vzorku v lipidovém médiu byla mírně nižší. Vysoká intenzita fluorescence byla poté 
zaznamenána také v případě vzorku normálního lipidového média. Procentuální zastoupení 
mezi oběma populacemi je mezi jednotlivými vzorky rovnoměrné bez větších rozdílů, vysokou 
intenzitu fluorescence vykazují vždy populace s nejmenším procentuálním zastoupením. 
5.3.2.2 Sporobolomyces shibatanus 19-20-3 
 
HPLC výsledky  
 
Graf 18   Grafické znázornění produkce karotenoidů a lipidických látek kvasinkou 
Sporobolomyces shibatanus  19-20-3 na různých médiích  
Z výsledků je patrné, že v případě kultivací kmene Sporobolomyces shibatanus došlo 
k minimální produkci karotenoidů, kde nejvyššího výtěžku bylo dosaženo ve vzorku kultivace 
na obohaceném lipidovém médiu. V případě produkce ergosterolu, nedochází k výrazným 
výkyvům výtěžnosti v porovnání s dalšími studovanými kmeny. 
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Průtokový cytometr 
 
 
 
Graf 19   Hodnoty intenzity fluorescence u kvasinky S. shibatanus s využitim barvicí sondy 
(NČ) 
Na grafu č. 19 znázorňujícím intenzity fluorescence je patrný výrazný rozdíl mezi normálními 
a obohacenými médii. Nejvyšší intenzita byla naměřena u vzorku obohaceného glukózového 
média, která je trojnásobně větší než odpovídající normální médium. Ve vzorcích byl obsažen 
jenom jeden typ buněčné populace s jednotnou skladbou a velikostí lipidických granulí. 
Intenzita signálu fluorescence je pak v porovnání s dalšími studovanými kmeny nízká. 
 
Enzymatické stanovení 
 
Tab.  32. Výsledky stanovení lipidů u kvasinky rodu Sporobolomyces na optimálních 
médiích  
Název vzorku Koncentrace 
lipidů v médiu 
(g/l) 
Biomasa kultury 
(g/l) 
% obsah lipidů v 
sušině 
SR OBOH GLU 0,160 6,42 2,48 
SR OBOH LIP 0,203 5,29 3,83 
SSH NORM GLU 0,237 3,64 6,50 
SSH OBOH GLU 0,318 4,69 6,78 
 
Tabulka 32 znázorňuje produkci lipidů vybraných kmenů rodu Sporobolomyces  
na obohacených médiích. Ze získaných dat je patrné, že největší produkce bylo dosaženo u 
kmene S. shibatanus, kde je produkce lipidů v obou typech média vyrovnaná. V případě kmene 
S. roseus je produkce větší v obohaceném médiu. 
 Ze všech naměřených výsledku je patrné, že nejvyšší produkcí karotenoidů měl kmen  
S. roseus. Tento kmen také projevil vyšší intenzitu fluorescence na průtokovém cytometru. 
Enzymatickým stanovením lipidů obou kmenu se ukázalo, že kmen S. shibatanus měl dvakrát 
větší obsah lipidů v sušině než S. roseus. 
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5.3.3 Kultivace rodu Cystofilobasidium 
5.3.3.1 Cystofilobasidium capitatum 10-1-2 
 
 
 
 
Obr. 23   Změny v zabarvení různých produkčních médií kvasinky C. capitatum 
 
Na fotografiích kultivačních baněk můžeme pozorovat oranžové zabarvení obou typu medií, 
ale obohacené lipidové je o něco tmavší, což může být způsobeno zvyšenou produkci 
karotenogenních látek. 
 
HPLC výsledky 
 
Graf 20   Grafické znázornění produkce karotenoidů a lipidických látek kvasinkou 
Cystofilobasidium capitatum  10-1-2 na různých médiích 
Kmen C. capitatum vykazuje zvýšenou a rovnoměrnou produkci karotenoidů a β-karotenu na 
obou typech normálních médií v porovnání s obohacenými médii. Lze tedy říci, že využití 
obohacených inokul v kultivačním procesu nemá pozitivní vliv na produkci karotenoidů.  
V normálních médiích došlo k také výrazné produkci koenzymu Q. 
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Fluorescenční mikroskop 
 
 
Obr. 24   Snímky buněk C. capitatum 10-1-2 (OBOH GLU) z optického a fluorescenčního mikroskopu 
 
 
Obr. 25   Snímky buněk C. capitatum 10-1-2 (OBOH LIP) z optického a fluorescenčního mikroskopu 
 
Na obr. 24 a 25 je vidět, že buňky C. capitatum vykazují silnou fluorescenci v obou 
studovaných médiích. Intenzivní signál je viditelný ve velké části pozorovaných buněk, což 
ukazuje na velké procentuální zastoupení buněk s velkým obsahem lipidů v buňce. V lipidovém 
médiu jsou v klasickém mikroskopu viditelné lipidické granule.  
 
Průtokový cytometr 
 
 
Obr. 26   Histogram C. capitatum 10-1-2 obarvený NČ 
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V tabulce 33 jsou znázorněny výsledky naměřené viability ve vzorku s využitím barviva 
methylénové modři (MB). Dále jsou také uvedeny příslušné intenzity fluorescence jednotlivých 
populací vzorku společně s jejich procentuálním zastoupením ve vzorku. 
 
Tab.  33. Výsledky měření C. capitatum na průtokovém cytometru za použití dvou typu 
sond 
Označení vzorku Množství živých buněk – 
MB (%) 
Intenzita fluorescence – 
NR 
Zastoupení 
populace (%) 
CC2 NORM GLU 
99,29 
 
901 71,13 
13519 25,31 
CC2 NORM LIP 
98,51 1714 87,54 
19561 10,6 
CC2 OBOH GLU 
94,78 
 
1907 66,85 
15717 31,42 
CC2 OBOH LIP 
98,92 
 
2571 84,35 
17971 15,65 
 
 
Graf 21   Hodnoty intenzity fluorescence u kvasinky C. capitatum s využitim barvicí sondy 
(NČ) 
Ve všech měřených vzorcích byly identifikovány 2 populace buněk. Nejvyšší intenzita 
fluorescence byla naměřena u vzorků NORM LIP a OBOH LIP média. První populace se na 
histogramu (viz Obr. 26) nachází blíže k referenčnímu píku, a je charakterizována sníženým 
obsahem lipidů v buňce. Druhá populace má větší počet lipidických látek v buňce. V porovnání 
s předchozími studovanými kmeny je u obou populací vzorků zjištěna vyšší intenzita 
fluorescence. Nejvyšší signál fluorescence opět poskytují vzorky s menším procentuálním 
zastoupením, které je však dvojnásobné v porovnání s ostatními studovanými kmeny (Tab. 33). 
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Enzymatické stanovení 
 
Tab.  34. Výsledky stanovení lipidů u kvasinky C. capitatum na optimálních médiích  
Název vzorku Koncentrace lipidů 
v médiu (g/l) 
 
Biomasa kultury (g/l) % obsah lipidů v 
sušině 
 
CC2 NORM GLU 0,28 7,71 3,68 
CC2 NORM LIP 0,30 6,43 3,54 
CC2 OBOH GLU 0,30 7,22 4,16 
CC2 OBOH LIP 0,23 7,02 3,30 
  
Metodou enzymatického stanovení bylo zjištěno, že největší obsah lipidů měla kvasinka  
C. capitatum na kontrolním glukózovém a obohaceném glukózovém médiu.  
5.3.3.2 Cystofilobasidium macerans 17-19-3 
 
Obr. 27   Změny v zabarvení různých produkčních médií kvasinky C. macerans 
 
 Na obrázku 27 je zobrazeno rozlišné zbarvení jednotlivých medií u kmene C. macerans. 
Glukózová produkční média mají sytě růžovou barvu. Naproti tomu lipidová média jsou 
zbarvená do oranžova.  
 
HPLC výsledky 
 
Graf 22   Grafické znázornění produkce karotenoidů a lipidických látek kvasinkou 
Cystofilobasidium macerans  17-19-3 na různých médiích 
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Kvasinka C. macerans je schopná nadprodukce karotenogenních látek jak je vidět na grafu 22. 
Nejvyšších produkcí bylo dosaženo na kontrolním glukózovém a na obohaceném glukózovém 
médiu. V porovnání s kmenem C. capitatum byla produkce 3krát větší. V glukózových médiích 
byla také pozorována zvýšená produkce koenzymu Q. 
 
Fluorescenční mikroskop 
 
Obr. 28   Snímky buněk C. macerans 17-19-3 (NORM GLU) z optického a fluorescenčního mikroskopu 
 
Na obrázku 28 je znázorněna zvýšená fluorescence kvasinky C. macerans na kontrolním 
glukózovém médiu. U všech ostatních vzorků tohoto kmenu fluorescenční odezva byla velmi 
malá nebo vůbec nebyla zaznamenána.   
 
Průtokový cytometr 
 
Graf 23   Hodnoty intenzity fluorescence u kvasinky C. capitatum s využitim barvicí sondy 
(NČ) 
Ze znázorněných dat měření na cytometru je vidět, že nejvyšší intenzitu fluorescence vykázaly 
kvasinky C. macerans kultivované na normálním lipidovém médiu. Ve všech vzorcích je 
pozorován pouze jeden typ buněčné populace. 
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Enzymatické stanovení 
Tab.  35. Výsledky stanovení lipidů u kvasinky C. macerans na optimálních médiích  
Název vzorku Koncentrace lipidů 
v médiu (g/l) 
 
Biomasa kultury (g/l) % obsah lipidů v 
sušině 
 
CM NORM GLU 0,35 11,46 3,05 
CM NORM LIP 0,29 10,56 2,77 
 
Ačkoli z výsledku měření na cytometru měl nejvyšší intenzitu fluorescence vzorek NORM LIP, 
větší obsah lipidů stanovený enzymatickou metodou byl pozorován u vzorku NORM GLU, kde 
byl obsah stanoven na 3 % (Tab. 35). 
5.4 Kultivace karotenogenních kvasinek na glycerolu 
Pro kultivaci kvasinek na glycerolu jako odpadním substrátu byly vybrány různé kmeny 
karotenogenních kvasinek rodů Rhodotorula, Sporobolomyces, Cystofilobasidium a následně 
porovnané mezi sebou. Označení vzorku GLU a LIP vyjadřuje, jaký typ médií se používal. 
Zkratka GLU a LIP znamená, že v produkčním médiu místo glukózy byl přidán glycerol 
v takovém množství, aby byl zachován stejný poměr C/N, jako při klasické kultivaci na glukóze 
pro produkci karotenoidů a produkci lipidů. Podmínky kultivace a složení jednotlivých médií 
je popsané v kapitole 4.5.2. 
5.4.1 Kultivace rodu Rhodotorula 
 
 
 
 
Obr. 29   Změny v zabarvení produkčních médií kvasinkových kmenů Rhodotorula mucilaginosa na 
odpadním substrátu glycerolu 
 
Obrázky výše Obr. 29 znázorňují zabarvení jednotlivých kultur rodu Rhodotorula 
mucilaginosa. Kmen Rhodotorula mucilaginosa 20-7-31 (RMn) se vyznačuje světle červenou 
barvou. V případě druhého kmene Rhodotorula mucilaginosa 20-7-28 (RMs) je barva spíše 
lososovitá. 
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65 
 
 
HPLC výsledky 
 
Graf 24   Grafické znázornění produkce karotenoidů a lipidických látek kvasinkou  
R. mucilaginosa 20-7-28 a R. mucilaginosa 20-7-31 na glycerolu 
Z  grafu 24 je patrné, že nejvyšší produkce sledovaných metabolitů, zejména karotenoidů bylo 
dosaženo u kmene Rhodotorula mucilaginosa 20-7-28 na lipidovém produkčním médiu 
s glycerolem. Z grafu 24 je taky patrné, že z celkového množství tvoří β-karoten pouze 20-25 % 
obsahu. Produkce ergosterolu je u vybraných kmenů mírně rozdílná. Byla pozorována vyšší 
produkce karotenoidů u kmene Rhodotorula mucilaginosa 20-7-31 na glycerolovém substrátu 
v porovnání s kontrolním médiem (viz kapitola 5.3.1). V případě kmene Rhodotorula 
mucilaginosa 20-7-31 (RMn) byla produkce ergosterolu mírně vyšší než u kmene Rhodotorula 
mucilaginosa 20-7-28 (RMs), avšak v porovnání s produkcí v klasických médiích byl 
pozorováno snížení produkce ergosterolu.  
 
Fluorescenční mikroskop 
 
Obr. 30   Snímky buněk R. mucilaginosa 20-7-28 (LIP) z optického a fluorescenčního mikroskopu 
 
Na snímcích je vidět výrazná fluorescence buněk zobrazených ve žlutém kruhu. Na zvětšených 
obrazcích lze taky pozorovat tvorbu lipidických granulí, které poté poskytují intenzivní signál. 
Intenzita fluorescence je výrazná i v dalších zobrazených snímcích, nicméně o něco slabší než 
v případě výše zmíněných buněk. 
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Průtokový cytometr 
 
 
Graf 25   Hodnoty intenzity fluorescence u kmenů Rhodotorula mucilaginosa 
Z grafu je patrně poměrně rovnoměrné zastoupení intenzit fluorescence mezi kmeny 
Rhodotorula mucilaginosa Největší fluorescence bylo dosaženo u kmene Rhodotorula 
mucilaginosa 20-7-31 v lipidovém médiu. Z hodnot fluorescence vyplývá, že v kulturách 
nedochází k tvorbě výrazně většího množství velkých lipidických granulí. 
 
Enzymatické stanovení 
 
Tab.  36. Produkce lipidů kmeny Rhodotorula mucilaginosa na glycerolu  
Název vzorku Koncentrace lipidů 
v médiu (g/l) 
Biomasa 
kultury (g/l) 
% obsah lipidů v 
sušině 
RMn GLU GLYC 0,13 4,43 2,81 
RMn LIP GLYC 0,17 4,13 4,16 
RMs GLU GLYC 0,15 4,88 3,03 
RMs LIP GLYC 0,17 5,53 3,05 
 
V tabulce výše jsou znázorněny produkce lipidů kmeny Rhodotorula mucilaginosa. Největší 
produkce bylo dosaženo u kmene Rhodotorula mucilaginosa 20-7-31 v lipidovém médiu. Tento 
výsledek koresponduje s hodnotou intenzity naměřenou průtokovým cytometrem s využitím 
Nilské červeně. 
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5.4.2 Kultivace rodu Sporobolomyces 
 
 
Graf 26   Grafické znázornění produkce karotenoidů a lipidických látek kvasinkou  
S. roseus a S. shibatanus na glycerolu 
Na glycerolu, jako odpadním substrátu kmen S. shibatanus produkuje poměrně vice 
karotenogenních a lipidických látek než kmen S. roseus. S. shibatanus má skoro stejný výtěžek 
sledovaných metabolitu jak na glukózovém, tak na lipidovém produkčním médiu. V případě  
S. roseus, produkce sledovaných metabolitů vyšší v lipidovém médiu. 
 V porovnání s kultivací na optimálních mediích, na glycerolu kvasinka  
S. shibatanus dosahuje větší produkce β-karotenu. U S.roseus se naopak produkční vlastností 
β-karotenu zhoršily (Graf. 16 a 18). 
 
Fluorescenční mikroskop 
 
Obr. 31   Snímky buněk S. roseus 19-6-4 (GLU) z optického a fluorescenčního mikroskopu 
 
Na fotkách jsou znázorněné buňky kmene S. roseus kultivovaného na glycerolovém médiu, 
vykazující slabou fluorescenci. Na přiblížené fotce z optického mikroskopu můžeme vidět malé 
lipidové granule uvnitř buňky. 
  
0
100
200
300
400
500
600
700
800
900
S.roseus+S.shibatanus
sušina*10 (g/l) b-karoten (ug/g suš) celkové karotenoidy (ug/g suš)
ergosterol (ug/g suš) coenzym Q (ug/g suš)
68 
 
Průtokový cytometr 
 
 
Graf 27   Hodnoty intenzity fluorescence u rodu Sporobolomyces 
Z grafu 27 je patrně, že kvasinka S. shibatanus poskytuje větší intenzitu fluorescence než 
kvasinka S. roseus. Ze znázorněných dat vidíme výskyt pouze jedné populace buněk ve všech 
vzorcích poskytujících nižší intenzity fluorescence. Stejně jako u předchozích studovaných 
kmenů, tato populace je tvořena buňkami s menším množstvím malých lipidických granulí.  
 
Enzymatické stanovení  
 
Tab.  37. Produkce lipidů kmény S. roseus a S. shibatanus na glycerolu  
Název vzorku Koncentrace lipidů 
v médiu (g/l) 
Biomasa 
kultury (g/l) 
% obsah lipidů v 
sušině 
SR GLU GLYC 0,17 2,81 5,91 
SR LIP GLYC 0,15 2,38 6,32 
SSH GLU GLYC 0,22 3,33 6,68 
SSH LIP GLYC 0,23 3,39 6,79 
 
Vypočítané množství lipidů odpovídá hodnotám intenzity fluorescence naměřenými na 
cytometru. Největší obsah lipidů měla kvasinka S. shibatanus kultivovaná na glycerolu. 
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5.4.3 Kultivace rodu Cystofilobasidium 
 
HPLC výsledky 
 
 
Graf 28   Grafické znázornění produkce karotenoidů a lipidických látek kvasinkou  
C. macerans a C. capitatum na glycerolu 
Z grafu znázorňující produkci vybraných lipidických látek na glycerolovém médiu je patrné, že 
nejvyšších výnosů bylo dosaženo u kmene Cystofilobasidium macerans. V porovnání 
s kontrolními kultivacemi na glukózovém médiu dochází k významně snížené produkci 
karotenoidů (Grafy 20 a 22). Studované kvasinky tedy nejsou schopny účinné produkce 
karotenoidů v tomto typu odpadního substrátu. U kmene Cystofilobasidium capitatum je poté 
pozorována zvýšená produkce ergosterolu. 
 
Fluorescenční mikroskop 
 
Obr. 32   Snímky buněk C. macerans 17-19-3 (LIP) z optického a fluorescenčního mikroskopu 
 
Mikroskopické snímky intenzity fluorescenčního záření kmene Cystofilobaidium macerans. 
Intenzita fluorescence je menší v porovnání se snímky jiných kmenů.  Snímky ukazují spíše na 
tvorbu malých lipidických granulí v celém prostoru buňky. 
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 Průtokový cytometr 
 
Graf 29   Hodnoty intenzity fluorescence u kmenů Cystofilobasidium macerans a capitatum 
Graf intenzity fluorescence ukazuje na výrazné rozdíly mezi kmeny Cystofilobasidium 
macerans a capitatum.  Intenzita fluorescence a tedy i produkce lipidů je mnohonásobně vyšší 
u kmene Cystofilobasidium macerans v glukózovém médiu než v případě kmene C. capitatum. 
Ve vzorku C. macerans byly identifikovány dvě populace buněk, kde výše zmíněná vysoká 
intenzita fluorescence je poskytována méně zastoupenou populací buněk s velkým množstvím 
lipidických granuli. Procentuální obsah lipidů v sušině byl u C. macerans v glukózovém médiu 
4,82 %. 
5.5 Kultivace karotenogenních kvasinek na syrovátce 
Pro kultivaci kvasinek na syrovátce jako odpadním substrátu byli vybrané různé kmeny 
karotenogenních kvasinek rodů Rhodotorula, Sporobolomyces, Cystofilobasidium a následně 
porovnané mezi sebou. Označení vzorku GLU a LIP vyjadřuje, jaký typ médii se používal. 
Zkratka GLU a LIP znamenají, že v produkčním médii místo glukózy byla přidaná syrovátka 
v takovém množství, aby byl zachován stejný poměr C/N, jak při klasické kultivaci na glukóze 
pro produkci karotenoidů a produkci lipidů. Podmínky kultivace a složení jednotlivých médií 
je popsané v kapitole 4.5.2. 
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5.5.1 Kultivace rodu Rhodotorula 
 
HPLC výsledky 
 
Graf 30   Grafické znázornění produkce karotenoidů a lipidických látek kvasinkou R. 
mucilaginosa (20-7-28) a R. mucilaginosa (20-7-31) na syrovátce 
Kmeny R. mucilaginosa, kultivované na syrovátce jako hlavním zdroji uhlíku neprojevily 
zvýšenou produkci karotenoidů. Oba dva kmeny obsahovaly více β-karotenu na lipidovém 
médiu. Taktéž tyto vzorky obsahovaly zvýšené množství ergosterolu.  Ve srovnání 
s optimálními médii, médium založené na použitém typu syrovátky se nezdá jako vhodné pro 
produkci karotenoidů a lipidických látek. 
5.5.2 Kultivace rodu Sporobolomyces 
 
 
 
 
Obr. 33   Změny v zabarvení produkčních médií kvasinkového kmenů Sporobolomyces roseus na 
odpadním substrátě syrovátce 
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Obrázky výše znázorňují zabarvení kmenu S.roseus na různých mediích s přidáním odpadního 
substrátu syrovátky. Nehledě na to, že syrovátka se úplně nerozpustila v médiích a kvůli tomu 
barva nebyla dostatečné sytá, můžeme pozorovat jisty rozdíl v zabarvení. Na glukózovém 
médiu mají buňky tmavě oranžovou barvu, na lipidovém světlé oranžovou. Tahle změna 
odpovídá množství produkovaných pigmentů v závislosti na složení produkčního média.  
 
HPLC výsledky 
 
Graf 31   Grafické znázornění produkce karotenoidů a lipidických látek kvasinkou  
S. roseus a S. shibatanus na syrovátce 
Kvasinka S. roseus vykázala nadměrnou produkcí celkových karotenoidů na lipidovém mediu 
se syrovátkou.  Tento kmen měl také výrazně větší produkci v glukózovém médiu v porovnání 
s kmenem S. shibatanus. Kmen S. shibatanus měl velmi nepatrnou produkcí   
β-karotenu a celkových karotenoidů (méně než 50 ug/g suš.). Lze říci, že tento typ syrovátky 
není vhodným substrátem pro produkci sledovaných metabolitů. 
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5.5.3 Kultivace rodu Cystofilobasidium 
HPLC výsledky 
 
Graf 32   Grafické znázornění produkce karotenoidů a lipidických látek kvasinkou  
C. macerans a C. capitatum na syrovátce 
Z grafu 32 je patrně, že kmeny C. macerans a C. capitatum mají hodně nízkou schopnost 
produkce karotenoidů a ubichinonu na syrovátce, jako hlavním zdroji uhlíku. Jediný metabolit, 
který jsou schopný produkovat ve větším množství je ergosterol. Kmen C. macerans produkuje 
nejvíce ergosterolu na lipidovém mediu. 
 
Enzymatické stanovení 
 
Tab.  38. Produkce lipidů vybraných kmenů kmeny na syrovátce  
Název vzorku Koncentrace 
lipidů v médiu (g/l) 
Biomasa 
kultury (g/l) 
% obsah lipidů v 
sušině 
RM 20-7-28 LIP SYR 0,24 4,79 5,05 
RM 20-7-31 LIP SYR 0,17 2,09 7,95 
SR LIP SYR 0,31 5,93 5,20 
SSH LIP SYR 0,33 8,28 3,95 
CM LIP SYR 0,26 3,46 7,63 
CC2 LIP SYR  0,31 7,67 4,06 
  
 Enzymatické stanovení lipidů bylo provedeno u všech studovaných kmenů kultivovaných 
na lipidovém syrovátkovém médiu. Nejlepšími producenty lipidů byly kmeny R. mucilaginosa 
20-7-31 a C. macerans, u nichž se obsah lipidů v sušině pohyboval kolem  
8 %. Vybrané kmeny, kultivované na syrovátce nebyly proměřené na průtokovém cytometru.  
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 Důvodem toho byla neúplná spotřeba syrovátky kvasinkami během kultivace. Shluky 
syrovátky ve zředěném vzorku na cytometru měli stejnou velikost jako buňky, proto detektory 
nebyly schopné správné identifikovat jednotlivé buňky. Na fluorescenčním mikroskopu nebyla 
pozorována žádna fluorescence v buňkách.  Celkově se daný typ syrovátky nezdá jako vhodný 
odpadní substrát pro kultivaci karotenogenních kvasinek za účelem produkce karotenoidů a 
lipidických látek jako hlavních metabolitů sledovaných v této diplomové práce. Jediný kmen, 
který projevil dobré produkční vlastnosti na daném typu substrátu byl Sporobolomyces roseus. 
5.6 Kultivace Phaffia rhodozyma na optimalizovaném médiu 
Kvasinka Phaffia rhodozyma je známá svou vlastností produkovat astaxanthin, který se aktivně 
využívá v průmyslu. V této kapitole jsou uvedeny výsledky kultivace teto kvasinky na novém 
médiu, optimalizovaném na zvýšenou produkci požadovaných metabolitů. Podmínky kultivace 
a složení jednotlivých médií jsou popsanév kapitole 4.5.1. 
 
 
 
 
Obr. 34   Změny v zabarvení produkčních médií kmenu Phaffia rhodozyma na glukóze a na glycerolu 
 
HPLC výsledky 
 
Graf 33   Grafické znázornění produkce karotenoidů a lipidických látek kvasinkou Phaffia 
rhodozyma na různých typech media 
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Z Grafu 33 můžeme vidět zvýšenou produkci karotenogenních látek kmenem P. rhodozyma na 
kontrolním a produkčním glycerolovém médiu oproti glukózovým médiím.  
 
Fluorescenční mikroskop 
 
 
 
 
Obr. 35   Snímky buněk P.rhodozyma (glyc kontrola) z optického a fluorescenčního mikroskopu 
 
Kvasinka P. rhodozyma vykazuje zvýšenou intenzitu fluorescence na kontrolním glycerolovém 
médiu oproti jiným studovaným médiím. Na zvětšeném obrázku jsou vidět velké lipidické 
granule uvnitř buňky. V celém snímku lze pozorovat intenzivní fluorescenci buněk, což 
naznačuje na nízkou variabilitu v buněčné populaci. 
 
Průtokový cytometr  
 
Tab.  39. Výsledky měření Phaffia rhodozyma na průtokovém cytometru za použití dvou 
typu sond 
Označení vzorku Množství živých 
buněk – MB (%) 
Intenzita 
fluorescence – NR 
Zastoupení populace 
(%) 
PH GLU KONTROLA 99,15 165 100 
PH PROD GLU 99,04 234 100 
PH GLYC KONTROLA 98,97 
215 62,41 
12183 20,4 
PH PROD GLYC  
99,04 132 74,4 
9242 12,49 
 
V tabulce 39 výše jsou znázorněny výsledky naměřené viability ve vzorku s využitím barviva 
methylénové modři (MB). Dále jsou také uvedeny příslušné intenzity fluorescence jednotlivých 
populací vzorku společně s jejich procentuálním zastoupením ve vzorku. 
 
 
 
 
 
 
 
 
76 
 
 
Graf 34   Hodnoty intenzity fluorescence u kmenu Phaffia rhodozyma 
 Z Grafu 34 lze vidět, že kvasinka Phaffia rhodozyma vykazovala nízkou intenzitu 
fluorescence ve vzorcích kultivovaných na kontrolním a glukózovém produkčním médiu. Na 
glycerolovém médiu se vyskytly 2 populace. První větší populace vykazující nízkou intenzitu 
fluorescence a druhá menší populace s větší intenzitou, jejíž procentuální zastoupení bylo 
přibližně 20 %. Nejvyšší intenzitu u kontrolního vzorku na glycerolu lze objasnit zvýšenou 
fluorescenci na fluorescenčním mikroskopu. 
 
Enzymatické stanovení  
 
Tab.  40. Produkce lipidů kmenu Phaffia rhodozyma  
 
Název vzorku Koncentrace lipidů 
v médiu (g/l) 
Biomasa 
kultury (g/l) 
% obsah lipidů v 
sušině 
PH GLU KONT 0,24 6,83 3,47 
PH PROD GLU 0,25 8,50 2,95 
PH GLYC KONT 0,27 5,93 4,61 
PH PROD GLYC 0,30 5,64 5,35 
 
V tabulce 40 jsou znázorněny produkce lipidů kmenem Phaffia rhodozyma. Největší produkce 
bylo dosaženo na produkčním glycerolovém a na kontrolním glycerolovém médiu. Tento 
výsledek koresponduje s hodnotami intenzity naměřenými průtokovým cytometrem s využitím 
nilské červeně. 
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6 ZÁVĚR 
 Cílem předložené práce byla optimalizace a aplikace metod fluorescenční mikroskopie  
a průtokové cytometrie pro analýzu produkčních vlastnosti karotenogenních kvasinek a jejich 
metabolitů.  
 V práci byly provedeny kultivace na různých typech kultivačních médií. Také byly 
provedeny kultivace s využitím odpadních substrátů glycerolu a syrovátky. Byly sledovány 
rozdíly v produkci biomasy, karotenoidů i vybraných lipidických látek v jednotlivých 
produkčních médiích u sedmi kmenů karotenogenních kvasinek, a to Rhodotorula glutinis, 
Rhodotorula mucilaginosa 20-7-28, Rhodotorula mucilaginosa 20-7-31, Sporobolomyces 
roseus, Sporobolomyces shibatanus, Cystofilobasidium macerans, Cystofilobasidium 
capitatum 10-1-2 a Phaffia rhodozyma. 
 Růstové charakteristiky byly provedeny u dvou kmenů - Rhodotorula mucilaginosa 20-7-31 
a Cystofilobasidium macerans, a to na glukózovém médiu a na médiu podporujícím produkci 
lipidů. Růstové křivky na glukózovém a lipidovém médiu u ostatních testovaných 
kvasinkových kmenů byly provedeny už v předchozích studiích, proto se v předložené práci 
nestanovovaly.  
 Růstová charakteristika se skládá ze sestrojení růstových křivek, stanovení množství 
biomasy a analýzy produkce karotenoidů a sterolových látek v průběhu růstu. Bylo zjištěno, že 
křivky mají převážně dvoufázový charakter, což odpovídá postupné konzumaci endogenních 
substrátů v pozdní stacionární fázi. Množství biomasy a metabolitů u obou kmenu bylo vyšší  
v lipidovém médiu než v glukózovém. U kvasinky Rhodotorula mucilaginosa 20-7-31 průběh 
produkce a růstu v lipidovém médiu kopíruje průběh produkčních vlastností v glukózovém 
médiu. 
 Z výsledků analýzy karotenoidů a sledovaných lipidických látek pomocí metody 
HPLC/PDA můžeme vidět, že produkce pigmentů, ergosterolu i ubichinonu byla vyšší  
u kvasinky C. macerans v glukózovém médiu. R. mucilaginosa projevila podobné produkční 
vlastnosti v průběhu růstu na obou typech médií.  
 Všechny používané kmeny byly kultivované na produkčních médiích o různém složení  
a poměru C/N. Následně byly analyzované technikami HPLC/PDA, průtokovým cytometrem 
a fluorescenčním mikroskopem. Jedním z cílů bylo nalezení korelačních vztahů mezi obsahem 
lipidů a intenzitou fluorescence, kterou lze rychle a spolehlivě zaznamenat pomocí průtokového 
cytometru. 
 Z kvasinek rodu Rhodotorula prokázal nejlepší produkci karotenoidů a lipidických látek 
kmen Rhodotorula glutinis CCY 20-2-33. Nejlepší médium pro produkci karotenogenních látek 
bylo obohacené glukózové a lipidové médium. Zvýšená produkce lipidů se projevila hlavně v 
kontrolních glukózových a lipidových médiích. U rodu kvasinek Sporobolomyces projevil 
nejvyšší produkcí karotenoidů kmen S. roseus. Kmen S. shibatanus vykázal zvýšenou produkci 
lipidů v obohacených médiích. V případě produkčních vlastnosti rodu Cystofilobasidium, 
nejlepším producentem karotenogenních látek se ukázala kvasinka  
C. macerans při kultivaci na klasických a obohacených produkčních médiích. Kvasinka  
C. capitatum vykázala vyšší produkci lipidických látek a ubichinonu.  
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 Jistým řešením u karotenogenních kvasinek je aplikace určitého typu vnějšího stresu včetně 
nutričního, co může být spojené s potenciálním využitím odpadních substrátu. Jednou 
z možností je glycerol, získaný při výrobě biopaliv a další syrovátka jako odpad mlékárenského 
průmyslu. Všechny testované kmeny byly kultivované na těchto odpadních substrátech. Na 
glycerolu kmen S. shibatanus produkoval největší množství karotenoidů v porovnání 
s ostatními kmeny. Také vykazoval nejvyšší intenzitu fluorescence při měření na cytometru a 
v korespondenci s tím největší obsah lipidů v sušině po provedení enzymatické metody. 
 Na syrovátce vybrané kmeny neprodukovaly velké množství karotenoidů. Kmen S. roseus 
jako jediný projevil dobré produkční vlastnosti. Vzorky nebylo možné proměřit na cytometru 
kvůli přítomnosti malých syrovátkových shluků. Ve fluorescenčním mikroskopu nebyla 
naměřena žádná fluorescence buněk po obarvení nilskou červení. U těchto vzorků bylo využito 
pouze enzymatické stanovení lipidů. Největší množství lipidů (až 8 %) produkovaly kvasinky 
R. mucilaginosa 20-7-31 a C. macerans v lipidovém produkčním mediu. To znamená, že 
přídavek syrovátky zvyšuje výživové hodnoty kvasinkové biomasy, což se může využit 
v krmivářském průmyslu. 
 Poslední kultivace byla provedena na kvasince Phaffia rhodozyma, která je známa svou 
schopnosti produkovat astaxanthin. Bylo optimalizované nové medium pro zvýšenou produkcí 
lipidických látek. Ve výsledku největší množství β-karotenu, ergosterolu a sušiny tento kmen 
produkoval na médiu s přídavkem glycerolu jako hlavního zdroje uhlíku. Na stejném médiu 
kvasinka produkovala největší množství lipidů, což je patrné z výsledků naměřených na 
průtokovém cytometru.  
 Z výsledku vyplývá, že využití syrovátky a glycerolu jako možných zdrojů uhlíku ke 
kultivaci karotenogenních kvasinek a produkci karotenoidů a vybraných lipidických látek 
jakožto produktů s vyšší přidanou hodnotou se jeví jako vhodná varianta. V dalších studiích 
bude ale nutné optimalizovat živné medium na daných substrátech pro větší produkci 
vybraných metabolitů.   
 Fluorescenční mikroskop a průtokový cytometr se ukázaly jako vhodné varianty pro 
stanovení obsahu sledovaných metabolitu v buňkách, jejich množství a viabilitu. Takto 
optimalizované metody by mohly být využity k dalšímu studiu morfologie červených kvasinek. 
Vybrané techniky se dají použít v biotechnologii k izolaci žádaných buněčných komponent. 
Karotenoidy syntetizované vybranými kmeny kvasinek by pak mohly být využity 
v potravinářském, kosmetickém a farmaceutickém průmyslu. Upravené odpadní substráty s 
obohacenou kvasinkovou biomasou mohou být využitelné v krmivářském průmyslu jako 
krmivo s vyšší nutriční hodnotou. 
 
 
 
 
  
79 
 
7 LITERATURA 
 
[1]           ŠIVEL, M., KLEJDUS, B., KRÁČMAR, S., KUBÁŇ, V. Lutein – Významný 
karotenoid ve výživě člověka. Chemické listy, 2013, 107, 456-463. ISSN: 0009-2770 
 
[2]           MIKHEICHYK, N. PRODUKCE KAROTENOIDŮ A OBOHACENÉ 
KVASINKOVÉ BIOMASY NA ŘEPKOVÝCH ODPADECH. Brno: Vysoké učení 
technické v Brně, Fakulta chemická, 2014. 57 s. Vedoucí bakalářské práce doc. RNDr. 
Ivana Márová, CSc. 
 
[3]           ALBERTS, Bruce. Molecular biology of the cell. 5th ed. New York: Garland 
Science, c2008. ISBN 978-0-8153-4105-5. 
 
[4]           FRENGOVA, G. I., BESHKOVA, D. M. Carotenoids from Rhodotorula and 
Phaffia: yeasts of biotechnological importance. Journal of Industrial Microbiology and 
Biotechnology, 2009, vol. 36, no. 2, p. 163-180. ISSN: 1898-2370. 
 
[5]           HÁRONIKOVÁ, A. Produkce vybraných kvasinkových metabolitů využitelných 
do potravinových doplňků. Brno: Vysoké učení technické v Brně, Fakulta chemická, 
2014. 141 s. Vedoucí dizertační práce doc. RNDr. Ivana Márová, CSc. 
 
[6]           LEHNINGER, Albert L., David L. NELSON a Michael M. COX. Lehninger 
principles of biochemistry. 6th ed. New York: W.H. Freeman, c2013. ISBN 978-1-
4292-3414-6. 
 
[7]           VODRÁŽKA, Zdeněk. Biochemie. 2. opr. vyd. Praha: Academia, 1996. ISBN 
80-200-0600-1. Dostupné také z: 
http://kramerius.mzk.cz/search/handle/uuid:7f94b340-1c5f-11e4-8f64-005056827e52 
 
[8]            Kocková-Kratochvílová A.: Taxonómia kvasiniek a kvasinkovitých 
mikroorganizmov, Alfa Bratislava, 1990 
 
[9]            AH YOUNG YOO, MAWADDA ALNAEELI, JAE KWEON PARK. 
Production control and characterization of antibacterial carotenoids from the yeast 
Rhodotorula mucilaginosa AY-01. Process Biochemistry. 2016, (51), 463–473. 
 
[10] Prescott L. M., Harley J. P., Klein D. A.: Microbiology. McGraw-Hill Education, 
Boston 2005. 
 
[11] WHITE, John. Yeast technology. 1st publ. London: Chapman & Hall, 1954. 
 
[12] ALBERTS, Bruce. Essential cell biology. 4th ed. New York: Garland Science, 
c2014. ISBN 978-0-8153-4454-4. 
 
[13] TALARO A. and TALARO K. P.: Foundations in Microbiology. 2001, 
Pasadena: McGraw-Hill. p. 889, ISBN 0-07-248864-6 
 
80 
 
[14] M. J. WAITES, N. L. MORGAN, J. S. ROCKEY, and G. HIGTON: Industrial 
Microbiology: An Introduction. 2001, Oxford: Wiley-Blackwellp. ISBN 978-0-632-
05307-0 
[15] ČERTIK, M., MAROVA, I., HANUSOVA, V., RAPTA, P., BREIEROVA, E. 
Biocatalysis andAgricultural Biotechnology. 2009. 25, Biotechnological Production 
and Properties of Carotenoid Pigments, p. 355-375. ISBN: 978-1-4200-7703-2. 
 
[16] VOET, Donald, Judith G. VOET a Charlotte W. PRATT. Principles of 
biochemistry: international student version. 4th ed. Singapore: John Wiley & Sons, 
c2013. ISBN 978-1-118-09244-6. 
 
[17] VODRÁŽKA, Zdeněk. Biotechnologie. 1.vyd. Praha: Academia, 1992. Cesta k 
vědění. ISBN 80-200-0293-6. 
 
[18] MÁROVÁ, I.; HÁRONIKOVÁ, A.; PETRIK, S.; STAREČKOVÁ, T.; 
BREIEROVÁ, E. PRODUCTION OF ENRICHED BIOMASS BY RED YEASTS OF 
SPOROBOLOMYCES SP. GROWN ON WASTE SUBSTRATES. Journal of 
Microbiology, Biotechnology and Food Sciences, 2012, roč. 1, č. 4, s. 534-551. ISSN: 
1338- 5178. 
 
[19] MÁROVÁ, I.; ČARNECKÁ, M.; HALIENOVÁ, A.; HÁRONIKOVÁ, A.; 
STAREČKOVÁ, T. Use of several waste substrates for carotenoid-rich yeast biomass 
production. JOURNAL OF ENVIRONMENTAL MANAGEMENT, 2012, roč. 2012, č. 
95, s. 338-342. ISSN: 0301- 4797. 
 
[20] EL BIALY, Heba, Ola M. GOMAA, Khaled SHAABAN AZAB. Conversion of 
oil waste to valuable fatty acids using Oleaginous yeast. World J Microbiol Biotechnol. 
2011, 2791–2798. 
 
[21] Easterling ER, French WT, Hernandez R, Licha M (2009) The effect of glycerol 
as a sole and secondary substrate on the growth and fatty acid composition of 
Rhodotorula glutinis. Bioresour Technol 100:356–361 
 
[22] PAGLIARO, M., ROSSI, M.: Future of Glycerol. 2nd ed., The Royal Society of 
Chemistry, Cambridge 2010. 162 s. ISBN 978-1-84973-046-4. 
 
[23] LiangY, CuiY, TrushenskiJ, BlackburnJW (2010) Convertingcrude glycerol 
derived from yellow grease to lipids through yeast fermentation. Bioresour Technol 
101:7581–7586 
 
[24] VACOVÁ, Terézia. Mlieko a mliečne prípravky vo výžive. 1. vyd. Bratislava: 
Alfa, 1986. Edícia potravinárskej literatúry. 
 
[25] Poonam N., Dalel S., Ashok P. (2001): Utilization of agricultural and food waste 
and by-products by biotechnology. Agro Food Ind. Hi-Tech, 12, 26-29 
 
[26] Hansen C. L. (2000): Waste treatment. V knize: Mattsson B. and Sonesson U. 
(Edits.): Environmentally-friendly food processing. Woodhead Publishing Ltd., 
Cambridge.  
 
81 
 
[27] KUBITSCHECK, Ulrich et al. Fluorescence Microscopy: From Principles to 
Biological Applications. Weinheim (Německo): Wiley-VCH, 2013. ISBN 978-3-527-
32922-9. 
[28] MONDAL, Partha Pratim, Alberto DIASPRO. Fundamentals of fluorescence 
microscopy: exploring life with light. 1st edition. Dordrecht: Springer, 2014. ISBN 978-
940-0775-442. 
 
[29] Spring, K. R. Fluorescence microscopy. in Encyclopedia of Optical Engineering, 
Marcel Dekker, New York, New York, pages 548-555 (2003) 
 
[30] KLEINEGRIS, Dorinde M. M., Marjon A. VAN ES, Marcel JANSSEN, Willem 
A. BRANDENBURG, René H. WIJFFELS, M. H. M. EPPINK, R. H. WIJFFELS a 
D.M.M. KLEINEGRIS. Carotenoid fluorescence in Dunaliella salina. Journal of 
Applied Phycology. 2010, vol. 22, issue 5, s. 645-649. DOI: 10.1007/s10811-0109505-
y. Dostupné z: http://link.springer.com/10.1007/s10811-010-9505-y 
 
[31] DÍAZ, Mario, Mónica HERRERO, Luis A. GARCÍA a Covadonga QUIRÓS. 
Application of flow cytometry to industrial microbial bioprocesses. Biochemical 
Engineering Journal. 2010, vol. 48, issue 3, s. 385-407. DOI: 10.1016/j.bej.2009.07.013. 
Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1369703X09002563 
 
[32] Tohoru Katsuragi a Yoshiki Tani. Screening for microorganisms with specific 
characteristics by flow cytometry and single-cell sorting. Journal of Bioscience and 
Bioengineering. 2000, (3), 217–222. DOI: 
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1389172300888222. 
 
[33] K. Kimura, Y. Kamisaka a M. Yamaoka. Rapid estimation of lipids in oleaginous 
fungi and yeasts using Nile red fluorescence. Journal of Microbiological Methods. 
2004, (3), 331–338. DOI: 
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167701203003099. 
 
[34] Deere, D. et al.: Flow Cytometry and Cell Sorting for Yeast Viability Assesment 
and Cell Selection.Yeast 14, 1998, s.147-160. 
 
[35] ÁLVAREZ-BARRIENTOS, Alberto. Applications of Flow Cytometry to 
Clinical Microbiology. Clinical Microbiology Reviews. 2000, č. 13, s. 167-195. DOI: 
10.1128/CMR.13.2.167-195.2000. 
 
[36] [online]. [cit. 2016-05-13]. Dostupné z: 
http://www.selectscience.net/flow_cytometry_buying_guide.aspx 
 
[37] O. PATTERSON, James, Matthew SWAFFER, Andrew FILBY. An Imaging 
Flow Cytometry-based approach to analyse the ﬁssion yeast cell cycle in ﬁxed 
cells. Methods. 2015, (82), 74–84. 
 
[38] Flow Cytometry. , B.-F. Alfonso a M. Al-Rubeai. Comprehensive 
Biotechnology. 2. 2011, s. 559–578. ISBN 978-0-08-088504-9. 
 
 
82 
 
[39] G. Mernier, N. Piacentini, R. Tornay, P. Renaud, N. Buffi. Cell viability 
assessment by flow cytometry using yeast as cell model. Sensors and Actuators B: 
Chemical. 2011, (1),160–163. DOI: 
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925400509009319. 
 
[40] WALKER, Graeme M. Yeast physiology and biotechnology. John Wiley & 
Sons, 1998. 
 
[41] LI, Yongning, Haiyan WU, Liangqia GUO a Yunquan ZHENG. Microsphere-
based flow cytometric immunoassay for the determination of citrinin in red yeast 
rice. Food Chemistry. 2012, 2540–2545. 
 
[42] BÍLKOVÁ, Kateřina. Izolace biomakromolekul. 1. vyd. Praha: VŠCHT, 1997, 
206 
 
[43] G. B. LIM, S. Y. LEE, E. K. LEE, S. J. HAAM, W. S. KIM. Separation of 
astaxanthin from red yeast Phaffia rhodozyma by supercritical carbon dioxide 
extraction. Biochemical Engineering Journal. 2002, 11, 181–187. 
 
[44] Štulík K.: Analytické separační metody. Praha: Nakladatelství Karolinium, 2004. 
 
[45] Jelínek, I.: Hmotnostní spektrometrie ve spojení se separačními technikami, 
Praha, VŠCHT, [online]. 2009 [cit. 2009-04-16]. Dostupné z www: 
http://www.vscht.cz/anl/paci/PAC/prezentace/Jelinek.pdf 
 
[46] C. Malisorn, W. Suntornsuk: Optimization of β–carotene production by 
Rhodotorula glutinis DM 28 in fermented radish brine, Bioresour. Technol. 99 (2007) 
2281–2287. 
 
[47] [online]. [cit. 2016-05-13]. Dostupné z: 
http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigmaaldrich/docs/Sigma/Bulletin/tr0100b
ul.pdf 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
83 
 
8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
 
PDA      Photodiode Array Detector 
MS      Mass spectrometer 
HPLC      Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
RG      Rhodotorula glutinis 
RM      Rhodotorula mucilaginosa 
CM      Cystofilobasidium macerans 
CC2                                                  Cystofilobasidium capitatum 10-1-2 
SR      Sporobolomyces roseus   
SSh      Sporobolomyces shibatanus 
PH      Phaffia rhodozyma     
MB      Methylenová modř 
NČ      Nilská červeň 
      
 
 
 
 
 
